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Bd. 280 (1944) 


Histaminausscheidung nach Belastung mit Histidin ') 


Von 


Peter Holtz und Karl meeuetn™ 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitét Rostock) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Mirz 1943) 


In kiirzlich veréffentlichten Untersuchungen?) an mehreren Tierarten 
und in einer gréBeren Anzahl von Versuchen am Menschen haben wir gezeigt, 
da enteral und parenteral zugefiihrtes 1-Dioxyphenylalanin zu einem 
betrichtlichen Teil zu Oxytyramin decarboxyliert wird und ,als solches 
im Harn erscheint. Das pressorisch wirkende Amin wurde besonders in 
den Versuchen am Menschen hiufig iiberwiegend in gebundener, pharma- 
kologisch unwirksamer Form — vermutlich mit Schwefelsiure oder Glu- 
curonsdure gepaart — ausgeschieden und lie8 sich durch kurzdauernde 
Saurehydrolyse in Freiheit setzen. — Wir haben auf die pharmakologische 
Bedeutung der Umwandlung einer unwirksamen Aminosiure in das adrena- 
linahnlich wirkende Amin sowie auf dessen auch chemische Verwandtschaft 
mit dem Markhormon der Nebenniere hingewiesen und die hierdurch nahe- 
gelegten Beziehungen erértert, welche die von uns in Niere, Leber, Darm 
und Pankreas nachgewiesene Dopadecarboxylase zur Adrenalinbildung 
im Tierkérper gewinnt. Andere Versuche fiihrten zu dem Ergebnis, da8 
auch schon der normale Harn kleine Mengen einer Pressorsubstanz ent- 
halt, deren Identitit mit Oxytyramin wahrscheinlich gemacht werden 
konnte. 

Die Wirksamkeit der Dopadecarboxylase, meBbar an der hohen Umsatz- 
quote Aminoséure/Amin, begriindete dann weiterhin die Annahme, da8 der 
Fermentwirkung nicht nur ,, pharmakologisches“, sondern auch ,,stoff- 
wechselchemisches* Interesse zukomme, indem die Dopadecarboxylase 

-offenbar das wichtigste Ferment des ersten Angriffs beim Abbau der natiir- 


_ lichen Form:des Dioxyphenylalanins ist und die Decarboxylierung der 


Aminosaure mit anschlieBender Oxydation des entstandenen Amins durch 
die Aminoxydase somit den Hauptweg des Abbaues im intermediiren 
Stoffwechsel darstellt. 

Fiir das Schicksal des 1- Histidins im intermediiren Stoffwechsel 
kénnen zwei Fermente von Bedeutung werden: die von Kdlbacher*) 





1) Vgl. die kurze Mitteilung von P. Holtz u. K.Credner, Naturw. 1941, 
S. 649. Die ausfiihrliche Verédffentlichung konnte erst jetzt erfolgen, da das 
Belegmaterial der Arbeit durch die Zeitumstande in Verlust geraten war. Die 
Versuche wurden zum Teil im Pharmakologischen Institut der Universitat Greifs- 
wald wiederholt. Dem Direktor des Instituts, Herrn Prof. Wels, danken wir fiir 
die uns erwiesene Gastfreundschaft. — ?) P. Holtz u. K. Credner, Naunyn 
Schmiedebergs Arch. 200, 356 (1942). — *) S. Edlbacher, H. 157, 106 (1929); 
191, 267 (1931); 224, 261 (1934). 
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Bd. 280 (1944) 


Histaminausscheidung nach Belastung mit Histidin +) 


Von 


Peter Holtz und Karl annua 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitét Rostock) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Marz 1943) 


In kirzlich veréffentlichten Untersuchungen?) an mehreren Tierarten 
und in einer groé8eren Anzahl von Versuchen am Menschen haben wir gezeigt, 
da8 enteral und parenteral zugefiihrtes 1-Dioxyphenylalanin zu einem 
betrichtlichen Teil zu Oxytyramin decarboxyliert wird und .als solches 
im Harn erscheint. Das pressorisch wirkende Amin wurde besonders in 
den Versuchen am Menschen haufig iiberwiegend in gebundener, pharma- 
kologisch unwirksamer Form —- vermutlich mit Schwefelsiure oder. Glu- 
curonsdure gepaart — ausgeschieden und lie8 sich durch kurzdauernde 
Saurehydrolyse in Freiheit setzen. — Wir haben auf die pharmakologische 
Bedeutung der Umwandlung einer unwirksamen Aminosiure in das adrena- 
linahnlich wirkende Amin sowie auf dessen auch chemische Verwandtschaft 
mit dem Markhormon der Nebenniere hingewiesen und die hierdurch nahe- 
gelegten Beziehungen erértert, welche die von uns in Niere, Leber, Darm 
und Pankreas nachgewiesene Dopadecarboxylase zur Adrenalinbildung 
im Tierkérper gewinnt. Andere Versuche fiihrten zu dem Ergebnis, da8 
auch schon der norma!e Harn kleine Mengen einer Pressorsubstanz ent- 
halt, deren Identitét mit Oxytyramin wahrscheinlich gemacht werden 
konnte. 

Die Wirksamkeit der Dopadecarboxylase, meBbar an der hohen Umsatz- 
quote Aminosaure/Amin, begriindete dann weiterhin die Annahme, da8 der 
Fermentwirkung nicht nur ,,pharmakologisches“, sondern auch ,,stoff- 
wechselchemisches* Interesse zukomme, indem die Dopadecarboxylase 

-offenbar das wichtigste Ferment des ersten Angriffs beim Abbau der natiir- 
lichen Form:des Dioxyphenylalanins ist und die Decarboxylierung der 
Aminosaure mit anschlieBender Oxydation des entstandenen Amins durch 
die Aminoxydase somit den Hauptweg des Abbaues im intermediiren 
Stoffwechsel darstellt. 

Fiir das Schicksal des 1- Histidine im intermediaren Stoffwechsel 
kénnen zwei Fermente von Bedeutung werden: die von Edlbacher?) 





1) Vgl. die kurze Mitteilung von P. Holtz u. K.Credner, Naturw. 1941, 
S. 649. Die ausfiihrliche Veréffentlichung konnte erst jetzt erfolgen, da das 
Belegmaterial der Arbeit durch die Zeitumstainde in Verlust geraten war. Die 
Versuche wurden zum Teil im Pharmakologischen Institut der Universitat Greifs- 
wald wiederholt. Dem Direktor des Instituts, Herrn Prof. Wels, danken wir fiir 
die uns erwiesene Gastfreundschaft. — ?) P. Holtz u. K. Credner, Naunyn 
Schmiedeberg es Fayre 356 (1942). — *) 8. Edlbacher, H. 157, 106 (1929); 
191, 267 (1931); 2 261 (1934). 
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aufgefundene Histidase und die von Holtz*) und zur gleichen Zeit von 
Werle®) entdeckte Histidindecarboxylase. Die Histidase, die Histidin 
unter Offnung des Imidazolringes abbaut, kommt in der Leber vor, die 
Histidindecarboxylase wurde in der Niere und Leber, ferner im Pankreas 


* und beim Meerschweinchen auch im Diinndarm nachgewiesen. Die Niere 


besaB bei allen Tierggten den héchsten Fermentgehalt, sie war auch das 
an Dopadecarboxylase reichste Organ. Die Wirksamkeit der Histidase 
unterscheidet sich gré8enordnungsmaBig von derjenigen der Histidindecarb- 
oxylase. Wahrend ein gut wirksamer Leberextrakt auf Grund seines Gehaltes 
an Histidase, Histidin milligrammweise abbaut, erhaélt man mit den 
wirksamsten Nierenextrakten aus iiberschiissig angebotenem Histidin nur 
Gammamengen Histamin. Unter Beriicksichtigung dieser quantitativen 
Verhiltnisse diirfte somit der. Wirkung der Histidindecarboxylase —_im 
Gegensatz zu derjenigen der Dopadecarboxylase — kaum ,,stoffwechsel- 
chemische“ Bedeutung zukommen; diese wiirde wohl ganz auf seiten der 
Histidase liegen.. Dessenungeachtet wiirde jedoch die Entstehung wenn auch 
nur kleiner Histaminmengen im intermediiren Stoffwechsel wegen der hohen 
Wirksamkeit des Amins , pharmakologisch“ von Bedeutung sein kénnen. 

DaB die Histidindecarboxylase, deren Wirkung bisher nur in Ferment- 
ansitzen mit Organextrakten oder Gewebeschnitten nachgewiesen wurde, 
auch unter physiologischen Verhialtnissen — in vivo — in Funktion tritt, 
wird schon durch das normale Vorkommen von Histamin in Leber, Lunge 
und Haut wahrscheinlich; denn der Histamingehalt der Organe kann wohl 
kaum nur durch Resorption von etwa bakteriell im Darm gebildetem 
Histamin erklairt werden. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist, einen mehr direkten Beweis fir 
die Histaminbildung im intermediaren Stoffwechsel zu erbringen, indem 
aihnlich wie in unseren friiheren Belastungsversuchen mit Dioxyphenyl- 
alanin untersucht wird, ob nach parenteraler Zufuhr von Histidin das 
Decarboxylierungsprodukt der Aminosiure im Harn auftritt. Wegen der 
im Vergleich z. B. mit der Dopadecarboxylase nur geringen Wirksamkeit 
der Histidindecarboxylase konnte, wenn iiberhaupt, so nur mit der Aus- 
scheidung sehr kleiner Histaminmengen gerechnet werden, zumal voraus- 
sichtlich ein mehr oder weniger groer Anteil des gebildeten Amins der 
zerstérenden Wirkung der in den Organen vorhandenen Histaminase 
anheimfallen wiirde. Andererseits lie8 die Uberlegung, daB die Niere 
gleichermaBen Ausscheidungsorgan und fermentreichste Produk- - 
tionsstatte darstellt, es als nicht aussichtslos erscheinen, den Harn des 
histidinbelasteten Tieres mit empfindlichen biologischen Methoden auf 
Histamin zu ‘untersuchen. : 


Methodik 


Zu den Versuchen wurden Meerschweinchen im Gewicht von 200—500 g 
benutzt. Die Tiere erhielten 5 com Leitungswasser pro 100 g Kérpergewicht mit 





*) P. Holtz u. R. Heise, Naturw. 1937, 201; Arch. f. exper. Path. 186, 
377 (1937). — *) E. Werle u. H. Herrmann, Bio. Z. 291, 105 (1937). 
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der Schlundsonde und 200—400 mg Histidinmonochlorhydrat (mit NaOH neu- 
tralisiert) intramuskulir. Der sezernierte.Harn wurde am isolierten Meerschwein- 
chendarm in einem mit Tyrodelésung gefiillten, 20 com fassenden VersuchsgefaB 
und im Blutdruckversuch an der narkotisierten Katze auf darmerregende bzw. 
blutdrucksenkende Wirkung untersucht.\ Die Wirkungen wurden mit denjenigen 
des ,,Leerharns, d.h. des vom Versuchstier vor der Histidininjektion aus- 
geschiedenen Harns verglichen und gegen Histamin ausgewertet. — Fiir weitere 
methodische Angaben sei auf unsere friihere Arbeit iiber die Ausscheidung von 


Oxytyramin verwiesen’”). 
60 Versachsergebnisse 


l. Die Fig. 1 zeigt, daB nach parenteraler Zufuhr ‘von Histidin aus der 
pharmakologisch unwirksamen Aminosiure eine blutdrucksenkende und 
darmerre gende Substanz gebildet und in den Harn ausgeschieden wird. Auch 


Katzenblutdruek 





L = 0,2 cem ,,Leerharn“ (vor Histidinzufuhr). 
1—6 = 0,2 cem der 1.—6. nach Histidinzufuhr sezernierten Harnportionen (vgl. Tab. 1). 


lsolierter Meerschweinchendarm 





Fig. 1 


_ Histaminausscheidung nach intramuskularer Injektion von 400 mg I-Histidin-monochlor- 
hydrat beim Meerschweinchen 


ohne chemische Identifizierung darf ihre Identitat mit Histamin wohl als ‘sehr 

wahrscheinlich gelten, um so mehr, als die Auswertung der einzelnen Harn- 

portionen gegen Histamin an zwei verschiedenen biologischen Testobjekten — 

dem Katzenblutdruck und dem isolierten Meerschweinchendarm — zu gleichen 

Ergebnissen fihrt (Fig. 2). Hierfiir spricht auch, daB die Darmwirkung der in 
ap f* - 
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den Harn sezernierten Substanz sich durch Histidin, Cystein und Arginin hemmen 
laBt (Fig. 3). Dieses Verhalten ist nach Edlbacher, Jucker und Baur®) fir 
Histamin spezifisch. . 


A ° B 





0,2 = 0,2 eem Harn. 1,5» = 1,5 y Histamin. 
(4. Portion, “fab. 1). 0,1 = 0,1 eem Harn 

2y = 2» Histamin. (4. Portion). 

4y = 4y Histamin. 2y = 2y Histamin. 


Fig. 2 
Beispiel fiir die Auswertung der wirksamen Substanz am Blutdruck (A) und am Darm (B) 


Meersé¢chweinchendarm 





Ha = 0,2 ecm Meerschweinchenharn nach i, m. Injektion von Histidin. 
m/2 = 0,5 cem Histidin: 
Fig. 3 
4 >, ee 
Hemmung der darmwirksamen Harnsubstanz durch Histidin 


Die Tab. 1 gibt AufschluB iiber den zeitlichen Verlauf der Histamin- 
ausscheidung und iiber die sezernierten Harnmengen. In dem Versuch erhielt 
ein Meerschweinchen von 450g Gewicht 400mg Histidin intramuskulir. Im 
Verlauf von 6 Stunden wurden 205 y Histamin ausgeschieden. — In einem anderen 
Versuch injizierten wif zwei Meerschweinchen, von 200 bzw. 250g Gewicht 





*) §. Edlbacher, P. Jucker u. H. Baur, H. 247, 63 (1937). 
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Tabelle 1 





_Histaminausscheidung nach Belastung mit Histidin 


Zeitlicher Verlauf der Histaminausscheidung beim Meerschweinchen 
nach Belastung mit Histidin 


Meerschweinchen, 450 g. — 5 com Wasser pro 100 g peroral. — 400 mg Histidin- 
monochlorhydrat (neutralisiert) intramuskular 














0— 30 
30— 60 
60— 90 
90—240 

240—300 
300—360 


6 Stunden 





Zeit in Minuten 








Harnmenge 





.; Portion: 
2. Portion: 
3. Portion: 
4. Portion: 
5. Portion: 

6. Portion: 


3,5 com 
2,5 ccm 
3,5 ccm 
5,0 com 
3,0 com 





20,0 ccm 





Histamingehalt 








7 10,5 y 
oe 25,0-y 


le 


2,5 ccm “¢ 


52,5 y 
100,0 y 
12,0 y 
5,0 y 











205,0 y 











je 200 mg Histidin. Die Tiere: wurden zusammen im gleichen Kafig gehalten, 
der sezernierte Harn als Mischharn aufgefangen und gegen Histamin ausgewertet. 
Aus der Tab. 2 sind die Ausscheidungsverhéltnisse zu ersehen. Es erschienen 
msgesamt nur ungefahr 65y Histamin im Harn. Die ,,Ausbeute betrug also 


Tabelle 2 


Histaminausscheidung nach Histidinzufuhr 


2 Meerschweinchen:: 200 und 250g. — 5ccm Wasser pro 100 g ersenl. a= 
Je 200 mg Histidinmonochlorhydrat (neutralisiert) intramuskular 









































Zeit in Minitans Harnmenge Histamingehalt 

0— 30 2,5 com 18y | 
30— 60 2,0 ccm 6,0 y 
60— 90 3,0 com 22,5 y 
90—150 3,0 ccm 22,5 y 
150—180 2,5 com 5,6 y 
180—240 3,0 com ' 4,5 y 

240—300 = 3,0 com es 1,5 y’. 
5 Stunden 19,0 com 64,4 y 


x 


weniger als ein Drittel der erwarteten. — Ein Vergleichsversuch an zwei weiteren 
Tieren mit gleichem K6rpergewicht, von denen das eine 200 mg, das andere 400 mg 
Histidin erhielt, ]&8t vielleicht besonders deutlich erkennen, daB eine Erhéhung 
des Substratangebotes zu einer unverhaltnismaBig starken Erhéhung der Aus- 
beute fiihrt: bei zweifach gréBerem Histidinangebot wird eine vierfach gréBSere 
Histaminmenge ausgeschieden (Fig. 4). — Andererseits lieB sich in mehreren 
Versuchen nach der Applikation von nur 50 mg Histidin bei sonst gleicher Ver- 
suchsanordnung keine Spur Histamin im Harn nachweisen. 

2. Um das zur Verfiigung stehende Substrat konkurrieren zwei Fermente 
von gréBenordnungsmaBig verschiedener Affinitat bzw. Wirksamkeit: die Histidase 
und die Histidindecarboxylase. Komplizierend wirkt, daB die zur Ausscheidung 
gelangende Histaminmenge die Resultante zweier gegensinnig verlaufender Re- 
aktionen darstellt, der Bildung von Histamin durch die Decarboxylase und der 
Zerstérung schon entstandenen Histamins durch die Histaminase. Damit- 
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Histamin in den Harn iibertritt, mu8 das Histidinangebot deshalb, so groB sein, 
daB die Decarboxylase aus dem der Beschlagnahme durch die Histidase entgehen- 
den Anteil mehr Histamin bilden kann als durch die Histaminase zerstért wird. 
Die im Vergleich mit der Histidase weit geringere Wirksamkeit der Decarboxylase 
diirfte dann die Erklarung dafiir sein, daB es einerseits erst oberhalb eines be- 
stimmten minimalen Substratangebotes iiberhaupt zu einer nachweisbaren 
Histaminbildung und -ausscheidung kommt, und daB andererseits eine weitere 
Steigerung der Substratmenge iiber das fiir eine gewisse Absattigung der Histidase 
erforderliche Minimum hinaus zu einem unverhiltnismaBig starken, sprunghaften 
Anstieg der Ausscheidungswerte fiihrt. — DaB sich auf diese Weise eine gewisse 
,,.Massenwirkung“ des angebotenen Substrats als wesentlich fiir Geschwindig- 
keit und Ausbeute der Fermentreaktion erweist, mag sich fernerhin auch dadurch 
erklaren, daB, wie insbesondere aus Untersuchungen von Werle’) hervorgeht, 
die Histidindecarboxylase a nur zu Histidin, sondern auch zu einer gréBeren 


Katzenblutdruck 





Meerschweinchen I, 200g Meerschweinchen II, 200¢ 


200 mg Histidin i. m. 400 mg Histidin’ i. m. 
6 Stunden-Harn nach 5 cem Wasser pro 100g: je 12 cem 
I und If: Tier I bzw. II. 0,5—2,0: 0,5—2,0 eem Harn intravenés. 
Fig. 4 


Einflu8 der Histidinmenge auf die Histaminausscheidung 


Zahl anderer Substanzen — vor allem zu Carbonylgruppen —, zwar ohne sie ab- 
zubauen, eine erhebliche Affinitét zu entwickeln vermag, und deshalb vielleicht 
gerade im Getriebe des intermediaren Stoffwechsels ein gewisses Massenangebot 
an eigentlichem Substrat, nimlich Histidin erforderlich ist, um blockierende 
Stoffwechselprodukte von der durch diese besetzten Fermentflache zu verdrangen. 

‘3. SchlieBlich miiBte die Ausscheidungsquote fiir Histamin nach Verab- 
folgung einer bestimmten Histidinmenge noch durch eine andere Reaktion maB- 
geblich beeinfluBbar sein: die Speicherung von Histamin in der Meerschweinchen- 
lunge nach Zufuhr von Histidin, iiber die vor einigen Jahren von Bloch und 
Pinésch®) berichtet, und inder ein Beweis fiir eine im intermediaren Stoffwechsel 
stattgefundene Aminbildung aus der Aminosdure erblickt wurde. Diese Autoren 
fanden, daB nach Verabfolgung von 100 mg I|-Histidin pro 100 g Kérpergewicht 
bei Meerschweinchen der Histamingehalt der Lunge’ pro 1 g Organ von 15—25 y 
normal auf 30—40 y zunahm. 

In einer spiteren Arbeit wurden von Edlbacher, Simon und Becker’®) 
noch weit deutlichere Unterschiede ermittelt: hier betrug der ,,durchschnittliche 
Totalgehalt der Lunge‘‘ an Histamin bei fiinf normalen Meerschweinchen 20 bis 
30 y, nach Histidinvorbehandlung bei insgesamt 4 Tieren 120—140 y. 

7) E. Werle u. K. Heitzer, Bio. Z. 299, 420 (1938). 

8) W. Bloch. u. H. Pinésch, H. 289, 236 (1936). — °) S. Edlbacher, 
M. Simon u. M. Becker, Naturw. 1940, 411. 
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In Versuchen an 24 Tieren haben wir diese Resultate mit der von Bloch 


und Pindsch angewandten Methodik nachgepriift, jedoch keinen Anhaltspunkt 


fiir eine in der Lunge stattfindende Speicherung von Histamin gewinnen kénnen. 
Die in Auswertungsversuchen am Meerschweinchendarm und Katzenblutdruck 
erhaltenen Werte lagen zwischen 6 und 307 Histamin pro 1 g Lungengewebe 
und ‘verteilten sich ganz unregelmaBig. Meistens enthielt in unseren Versuchen 
die Lunge der mit Histidin injizierten Tiere sogar weniger Histamin als die der 
unbehanidelten. Der Blutdruckversuch der Fig. 5 gibt hierfiir ein Beispiel. 

Die positiven, an einem~verhaltnismaBig kleinen Tierniaterial erhaltenen 
Ergebnisse der genannten Autoren scheinen durch die offenbar betrachtliche 
Streuungsbreite des normalen Histamingehalts der Meerschweinchenlunge vor- 
getauscht worden zu sein. — Die Durchschnittswerte, die Edlbacher und Mit- 
arbeiter als ,,Totalgehalt‘‘ der Lunge finden- — 20—30 y —, geben Bloch und 


Katzenblutdruck 





Lungenextrakt nach Bloch und Pinésch: 5 cem entsprechen 2 g Lunge 
4y, 3y, 4y baw. 3 y Histamin 
0,5 = 0,5 cem Lungenextrakt 
I, If = 2 mit Histidin vorbehandelte Tiere 
A, B = 2 Normaltiere 
Histamingehalt der Meerschweinchenlunge nach Belastung mit 100 mg Histidin 
pro 100 g Kérpergewicht i 
Fig. 5 

Histaminspeicherung 


Pinésch fir 1 g Lungengewebe an. Bei manchen der von Bloch und Pinésch 
verwendeten Tiere betragt das Lungengewicht mehr als 6 g, der ,,durchschnitt- 
liche Totalgehalt*‘ der Lunge an Histamin hatte hier also zwischen 90 und 150 y 
Histamin gelegen. Der Héchstwert fiir den von Edlbacher in der Lunge der 
mit Histidin vorbehandelten Tiere ermittelten Totalgehalt — 140 y Histamin — 
liegt demnach innerhalb der Variationsbreite, die nach Bloch und Pinésch das 
Lungenhistamin normaler, nicht vorbehandelter Meerschweinchen aufweist. 

Die bisher ausgefiihrten Speicherungsversuche sind deshalb kein stich- 
haltiger Beweis fiir eine in vivo erfolgende Histaminbildung. Dieser. darf jedoch 
unseres Erachtens durch die Ausscheidungsversuche der vorliegenden Arbeit 
als erbracht gelten. Inwieweit es in unseren Versuchen im Anschlu8 an die 
fermentative Histaminbildung zu einer etwaigen Retention des Amins in irgend- 
welchen Organen — also ‘doch zu einer Speicherung — kommen und hierdurch 
dann das in den Harn ausgeschiedene Amin mengenmaBig beeinflu8t werden 
kénnte, kann vorerst nicht beurteilt werden. 


Bemerkungen zu den Versuchsergebnissen x 


Die Ausscheidung von Histamin durch die Niere nach parenteraler 
Zufuhr von Histidin darf als Beweis dafiir angesehen werden, daB die 
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Aminosiure im intermediiren Stoffwechsel — durch die Histidindecarboxy- 
lase der Organe — zum. Amin abgebaut worden ist und nicht etwa, wie das 
bei peroraler Zufuhr méglich wire, durch ein decarboxylierendes Ferment 
der Darmbakterien. Verabfolgt man Histidin peroral, so erscheint weit 
weniger Histamin, und auch das nur unregelmaBig im Harn. Uber die 
gleiche Beobachtung berichtete Werle?®) in einer kurzen Notiz, die er einer 
kiirzlich erschienenen Arbeit mit anderer Fragestellung unter Hinweis auf 
unsere damals gerade veréffentlichte ,,Kurze Mitteilung‘‘!) beifiigte. Durch 
gleichzeitige Verabfolgung von Putrescin war es in den Versuchen von 
Werle méglich, aucii bei peroraler Applikation von Histidin regelmaBig 
und in héherer Ausbeute Histamin im Meerschweinchenharn nachzuweisen. 
Putrescin hat nach den Untersuchungen von Zeller!) als Diamin eine 
groBere Affinitét zur Histaminase (= Diaminoxydase) als Histamin und 
kann deshalb dieses vor dem Abbau schiitzen. Die Decarboxylierung des 
peroral zugefiih:ten Histidins erfolgt vermutlich zum gré8ten Teil im 
Darmgewebe, durch die Histidindecarboxylase des Darmes!*). Das hier 
entstehende Histaminrist der zerstérenden Wirkung der Darm- und Leber- 
histaminase ausgesetzt, ehe es in die Niere als Ausscheidungsorgan gelangt. 
Um unter diesen Versuchsbedingungen eine Ausscheidung nennenswerter 
Mengen zu érhalten, ist deshalb wohl die Blockierung der Histaminase z,-B. 


»durch Putrescin notwendig. 


Bei parenteraler Verabfolgung von Histidin hmgegen diirfte die 
Histaminbildung hauptsachlich in der Niere, dem fermentreichsten Organ 


_ stattfinden, so da8 in diesem Falle dasselbe Organ gleichzeitig Bildungs- 


statte und Ort der Ausscheidung ist. Unter diesen Verhialtnissen treten 
dann, wie unsere Versuche gezeigt haben, auch ohne Ausschaltung der 
Histaminase regelmaBig gréBere Histaminmengen in den Harn iiber. — 
Von Ackermann und Fuchs}%) wurde vor kurzem aus normalem mensch- 
lichen Harn Histamin als Pikrat priparativ dargestellt. Nach Auswertungs- 
versuchen von Werle und Effkemann*"™) liegen die Histaminwerte 
zwischen 10 und 130y pro Liter Harn.- Das Vorkommen kleiner Histamin- 
mengen auch im normalen Harn wird wohl ebenfalls durch die Lokalisation 
von Histaminbildung und -ausscheidung im gleichen Organ — der 
Niere — moglich und verstiandlich. | 


Zusammenfassung 


1. Nach Verabfolgung von Histidin an Meerschweinchen wird 


Histamin in direkt nachweisbarer Form und Menge in den Harn aus- 
geschieden. 





10) E. Werle, Bio. Z. 811, 272 (FuBnote) (1942). 

1) E. A. Zeller, Helvet. chim. Acta 21, 880, 1645 (1938). 

12) P. Holtz, K.Credner u. A. Reinhold, H. 261, 278 (1939); Arch. f. 
exper. Path. 193, 688 (1939). 

13) D. Ackermann u. H.G. Fuchs, H. 259, 32 (1939). 

14) E. Werle u. G. Effkemann, Zentralbl. Gynakol. 64, 722 (1940). 
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2. Die Ausscheidung von Histamin nach parenteraler Zufuhr von 
Histidin beweist, da8 das Amin nicht etwa bakteriell, sondern im inter- 
mediiren Stoffwechsel durch die Histidindecarboxylase der Organe ge- 
bildet wurde. Es ist wahrscheinlich, daB unter den gewahlten Versuchs- 
bedingungen die Niere, das Ausscheidungsorgan, hauptsichlich, wenn nicht 
ausschlieBlich, auch Bildungsstatte fiir das zur Ausscheidung gelangende 


Histamin ist. . 
3. Fiir die Speicherung des fermentativ gebildeten Histamins in der 


Lunge lieBen sich keine Anhaltspunkte gewinnen. 


Dopahyperglykamie 
Von 


Peter Holtz und Karl Credner 
(Unter Mitarbeit von Christel Striibing) 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Rostock) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Mai 1943) 


Von japanischen Autoren!) wurde 1927 gezeigt, da die subcutane 
Injektion von Dioxyphenylalanin (Dopa) beim Kaninchen Hyperglyk- 
aijmie hervorruft. Diese Wirkung trat nur nach 3,4-Dopa auf, wahrend 
z. B, das 2,5-Dioxyderivat wirkungslos blieb. Die Ursache fiir das positive 
Ergebnis mit 3,4-Dopa wird in dessen enger konstitutioneller Verwandtschaft 
mit Adrenalin erblickt. | 

Vor kurzem haben wir iiber Versuche an Katzen berichtet?), in denen 
die intravenése Injektion von 3,4-Dopa zu einem protrahiert verlaufenden 
Blutdruckanstieg fiihrte. Es ergab sich, da die pressorische Wirkyng 
nicht der injizierten Aminosaure selbst zukam, sondern durch das aus ihr 
im Organismus enzymatisch gebildete und zum Teil in den Harn iiber- 
tretende Amin — Oxytyramin — verursacht wurde. Die von uns in meh- 
reren Organen, besonders reichlich in der Niere aufgefundene Dopadecarb- 
oxylase*) hatte aus der unwirksamen Aminosiure das wirksame Amin 
entstehen lassen. 

Ks lag nahe, ahnlich wie die blut drucksteigernde Wirkung in unseren 
Versuchen so die blutzuckersteigernde Wirkung in den Versuchen der 
japanischen For'scher nicht auf die injizierte Aminosiure als solche, sondern 
auf ihr Decarboxylierungsprodukt zuriickzufiihren, die Ursache der Dopa- 
hyperglyximic also in einer hyperglykéimischen Wirksamkeit des aus Dopa 





1) K. Hirai u. K. Gondo, Bio. Z. 189, 92 (1927); M. Chikano, ebenda 205, 

154 (1929). — #) P. Holtz, K. Credneru. W. Koepp, A. Pth. 200, 356 (1942). 
— 8) P. Holtz, R. Heise u. K. Liidtke, A. Pth. 191, 87 (1938). — P. Holtz, 
K. Credner u. A. Reinhold, H. 261, 278 (1939). — A. Pth. 198, 688 (1939); 
199, 14§ (1942). — Zusammenfassende ne bei P. Holtz, Ergebn. d 


fk 44, 230 (1941). 
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enzymatisch sich bildenden, adrenalinihnlichen Oxytyramins zu vermuten. 


— Im folgenden wird versucht, Beweise fiir die Richtigkeit dieser Vermutung © 


zu geben. 
Versuchsergebnisse 


Methodik. Als Versuchstiere dienten Kaninchen, die 24 Stunden lang 
gehungert hatten. Blutzuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen. 


1. Die hyperglykimische Wirkung des Oxytyramins. Injiziert man einem 
Kaninchen 5 mg Oxytyramin pro Kilogramm subcutan, so beobachtet 
man einen deutlichen hyperglykémischen Effekt (Fig. 1). Die Blutzucker- 
werte steigen um ungefahr 80°/, iiber die Ausgangshéhe an, das Maximum 
wird, wie aus der Kurve hervorgeht, schon nach 45 Minuten erreicht. 


Adrenalin ist ungefaihr hundertfach wirksamer, wenn man dem Ver- 


gleich die maximalen Blutzuckerwerte zugrunde legt: 0,05 mg Adrenalin 


1g % 
bie erat ene ee 





% 
—--- Kaninchen [: (2500 g) 0,05 mg 
Adrenalin pro kg subcutan 


——— kKaninchen II: (2500 g) 5 mg 
Oxytyramin pro kg subcutan 


——— Kaninchen III: (2050g) 5 mg 
Oxytyramin pro kg intravenés 














5 30 45 «OO «9 05 20’ GBS GO Minin 
Fig. 1. Die hyperglykaimische Wirkung von Oxytyramin und Adrenalin. 


entsprechen dann 5mg Oxytyramin. Der Anstieg der Blutzuckerkurve 
nach Adrenalin erfolgt zwar mit fast gleicher Geschwindigkeit wie nach 
Oxytyramin, der Verlauf der Kurve ist aber mehr protrahiert, sie erreicht 
erst nach 90 Minuten ihren Gipfelpunkt. 

In vergleichenden Untersuchungen iiber die pressorische Wirksam- 
keit von Adrenalin und Oxytyramin beim Kaninchen erwies Adrenalin sich 
als 500—1000fach wirksamer?). Der protrahierte Verlauf der Adrenalin- 
hyperglykamie ist deshalb wahrscheinlich durch die stirkere vasokon- 
striktorische Wirkung des Hormons und die dadurch bedingte Ver- 
zéogerung seiner Resorption verursacht. 


Nach intraven6ser Injektion erhalt man mit der gleichen Oxytyramin- 


dosis, die subcutan — oder auch intramuskulaér — eine starke und lang- 
dauernde Wirkung ausiibt, einen nur Htchtigen = So geese Effekt, 
was auch fiir Adrenalin bekannt ist*). 


2. Dopa- und Oxytyraminhyperglykimie. Wenn die Vermutung, da8 
die’ hyperglykamische Reaktion im Anschlu8 an die Injektion von Dopa 





4) Vgl. z. B. L. Pollack, A. Pth. 61, 149 (1909). 
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nicht auf die Aminos&ure, sondern auf das aus ihr entstehende Oxy- 
tyramin zuriickzifiihren sei, zutraf, war zu erwarten, daB die Blutzucker- 
kurve nach Injektion von Oxytyramin, dem direkt wirksamen Pharmakon, 
einen anderen Verlauf zeigen wiirde als nach der Injektion der unwirk- 


- gamen Muttersubstanz. 


Die Fig. 2 zeigt, daB es im letzten Fall bei wirkungsmiBig verglaioh- 
barer Dosierung — 10mg Oxytyramin, 80mg Dopa pro Kilogramm — 
zu einer viel linger dauernden Erhéhung der Blutzuckerwerte kommt. Die 
Dopakurve ist der Adrenalinkurve in Fig. 1 zum Verwechseln ahnlich ; 
beide Male beobachtet man das Maximum erst nach 90 Minuten. 

Die Ursache fiir den jn beiden Fallen langsameren Anstieg und den 
protrahierten. Verlauf muB8 jedoch verschieden sein. Eine vasokonstrik- 
torisch bedingte Resorptionsverzégerung, wie beim Adrenalin, kommt fiir 
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60' H' 120’ 150" OMin 
Kaninchen I: (2600 g) 10 mg Oxytyramin pro kg subcutan 
——~-—-— Kaninchen II; (2450 g) 80 mg 1-Dopa pro kg subcutan 


Fig. 2. Die hyperglykimische Wirkung von Oxytyramin und I-Dopa 











das gefaBunwirksame Dopa nicht in Frage. Hier diirfte vielmehr die plau- 
sibelste Erklirung sein, da8 nach der Resorption der injizierten Amino- 
siure Zeit fiir die fermentative Umwandlung in das wirksame Amin er- 
forderlich ist. Wiirde die einmalige subcutane Injektion von Oxytyramin 
mit einer kurzdauernden intravenésen Infusion vergleichbar sein, so 
miiBte die subcutane Injektion von Adrenalin oder Dopa wirkungs- 
maiBig einer sich iiber langere Zeit hinziehenden intravenédsen Dauer- 
infusion wirksamer Substanz gleichgesetzt werden. 

Der unterschiedliche Verlauf der Blutzuckerkurve nach Dopa_ bzw. 
Oxytyramin gibt somit schon einen Hinweis darauf, da8 Dopa nicht die 
eigentlich wirksame Substanz ist, diese vielmehr erst aus ihm gebildet wird. 


3. Die hyperglykamische Wirkung von |- und d ,l-Dopa. In unseren 
friiheren Untersuchungen‘) iiber Aminosauredecarboxylasen tierischer Or- 
gane, in denen wir Gewebeextrakte auf Dopa einwirken lieBen, fanden wir, 
da8 die Wirkung der Organdecarboxylasen optisch spezifi sch war. Nur 
die natiirlichen |-Formen der Aminoséuren —- von Histidin, Tyrosin. 


— 
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und Dopa — waren der Fermentwirkung zuginglich, nur sie wurden de- 
carboxyliert. Diese optisch spezifische Wirkung mute deshalb die Méglich- 
keit geben, durch Verabfolgung von l- und von d-Dopa zu entscheiden, 
ob die injizierte Aminosiure selbst oder ob ihr Decarboxylierungsprodukt 
Trager der hyperglykimischen Wirkung war. — Bevor wir diesen Versuch 
machten, haben wir uns davon iiberzeugt, daB die bisher nur in Reagenz- 
glasversuchen mit Organextrakten beobachtete optische Spezifitat der 
Fermentwirkung auch fiir den lebenden Organismus zutrifft. 

Methodik. Die Grundla ge der angewandten Methodik ist durch die vor 
kurzem mitgeteilte Beobachtung?) gegeben, daB nach Zufiihrung von 1-Dopa ein 
betrachtlicher Teil des entstehenden Oxytyramins in den Harn ausgeschieden 
wird und sich auf Grund seiner pressorischen WirBSamkeit nachweisen laBt. Um 
das Oxytyramin quantitativ zu erfassen, muB der Harn hydrolysiert werden, 
da das Amin zum Teil in gebundener Form — vermutlich mit Glucuronsdure oder 
Schwefelsaure gepaart —- vorliegt. 


Katzenblutdruck 





Je 2cem Meerschweinchenharn intravendés (vgl. Text) 


Fig. 3. Oxytyraminausscheidung nach Injektion von I- bzw. d,l-Dopa 
(Optische Spezifitat der Dopadecarboxylase) 


6 ungefahr gleichschwere Meerschweinchen (etwa 400 g) erhielten 4 ccm Lei- 
tungswasser pro 100 g mit der Magensonde, nach 3 Stunden nochmals 6 ccm Wasser 
pro 100g. AnschlieBend wurden 2 Tieren 5 mg 1-Dopa, 2 Tieren 2,5 mg 1-Dopa 
und 2 Tieren 5mg d,!-Dopa pro 100 g intramuskular injiziert*). Der wahrend 
der folgenden 5 Stunden sezernierte Harn, mit physiologischer Kochsalzlésung 
auf gleiches Volumen gebracht, wurde im Blutdruckversuch an der narkotisierten 
Katze auf seinen Gehalt an Oxytyramin untersucht, nachdem er mit 0,5 ccm 
konz. Schwefelséure auf je 10 ccm Harn 20 Minuten auf dem siedenden Wasser- 
bad hydrolysiert worden war. 


Fig. 3 zeigt —— fast mit der Genauigkeit eines Reagenzglasversuches -- 
auch unter den Bedingungen des lebenden Organismus die optische 
Spezifitat der Fermentwirkung. Die beiden Tiere, die 5 mg d,l-Dopa 
erhielten, scheiden die gleiche Menge blutdrucksteigernden Oxytyramins 
aus (3 und 3’) wie die beiden Vergleichstiere mit der halben Dosis (2 und 2’). 





*) Die reine d-Form stand uns nicht zur Verfiigung. Fiir die Uherlassung 
von d,l-Dopa, das wir ebenfalls zeitweise nicht im Handel erhalten konnten, danken 
wir auch an dieser Stelle Herrn Kollegen Werle in Diisseldorf. 
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Nach der Injektion von 5 mg 1-Dopa hingegen wird entsprechend mehr 
Oxytyramin gebildet und ausgeschieden (1 und 1’). 

Die Dopadecarboxylase der Organe hat also nur die 1-Komponente zu 
Oxytyramin decarboxyliert. Nur 1-Dopa diirfte demnach eine hyper- 
glykamische Reaktion auslésen, wenn diese nur durch das intermediar ent- 
stehende Amin verursacht ist. 

Das Experiment bestiatigt diese Erwartung. Der in der Fig. 4 dar- 
gestellte Versuch mit intravendéser Injektion von |- und d,l-Dopa zeigt, 
daB in gleicher Weise wie bei Mereschweinchen nur |-Dopa in Oxy-' 
tyramin umgewandelt wird, beim Kaninchen nur die |-Form hyper- 
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Fig. 4. Die hyperglykimische Wirkung von l- d,1l-Dopa 


glykamisch wirkt. Die Wirksamkeit der d,l-Verbindung beruht aus- 
schlieBlich auf ihrem Gehalt an 1- -Komponente. 

Das Ergebnis dieser Versuche mit den optischen Isomeren beweist 
somit die Richtigkeit der geiuBerten Vermutung, daB die Dopahyper- 
glykamie nicht durch eine direkte Wirkung der Aminosdure hervor- 
gerufen wird; sondern indirekt, durch intermediar aus Dopa entstehendes 
Oxytyramin. 


Bemerkungen zu den Versuchsergebnissen 


~Das nicht natiirliche d-Dopa wirkt beim Kaninchen nicht hyper- 
glykimisch, da es nicht zu Oxytyramin decarboxyliert wird. Injiziert man 
einem Meerschweinchen d,]l-Dioxyphenylalanin, so wird nur die der 
l-Komponente entsprechende Menge Oxytyramin gebildet und durch die 
Niere ausgeschieden. Die d-Form ist also, wie im Versuch mit Extrakten, 
so im lebenden Organismus der optisch spezifischen Wirkung der Dopa- 
decarboxylase nicht zuganglich. Daraus ergibt sich aber weiter, da der 
Organismus nicht féhig ist, eme sterische Umlagerung der nicht natiir- 
lichen d-Aminoséure in die natiirliche, durch das Ferment angreifbare 
]-Form vorzunehmen. 

Demgegeniiber mehren sich in den letzten Jahren die experimentellen 
Befunde, die auf die Méglichkeit von Konfigurationsinderungen der 
Aminoséuren unter physiologischen Bedingungen hinweisen. Es seien die 
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Versuche von Kotake und Goto®) iiber die Konfigurationsinderung des 
Tryptophans im Tierkérper, die Untersuchungen von du Vigneaud und 
Irish®) iiber die Bildung von d-Phenylaminobutterséure aus dem unnatiir- 
lichen 1-Derivat und schlieBlich die schon alteren Ernihrungsversuche von 
Rose”) erwahnt, in denen d-Histidin das natiirliche |-Histidin anscheinend 
vollwertig ersetzen konnte. : 

Stellt man die Frage nach dem Mechanismus, welcher der Kon- 
figurationsinderung zugrunde liegen kénnte, so ist die Grundlage fiir die 
Beantwortung dieser Frage durch die Arbeiten Knoops§) iiber den Ab- 
bau der Aminosiuren durch oxydative Desaminierung und ihre biologische 
Synthese aus «-Ketosiuren und Ammoniak gegeben. Die aus d-Amino- 
siuren tiber die Iminosiure entstehenden Ketosiuren kénnen mit Ammoniak 
durch reduktive Reaminierung asymmetrisch zu ]-Aminosiuren syn- 
thetisiert werden, wobei die Frage, ob die Aminierung der Ketosiure in 
einer direkten Reaktion mit Ammoniak oder in bestimmten Fallen vielleicht 
in der Art einer Cannizzaroschen Reaktion unter Mitwirkung eines Mole- 
kiils Brenztraubensiure und unter Bildung einer zuniachst acetylierten 
Aminosiure im Sinne Knoops?) erfolgt, oder schlieBlich auf dem Wege 
einer Umaminierung unter Mitbeteiligung von Glutaminsiure oder Aspara- 
ginsiure und Aminopherase, in diesem Zusammenhang von untergeordneter 
Bedeutung ist. In jedem Falle wird fiir das Zustandekommen der sterischen 
Umlagerung mit groBer Wahrscheinlichkeit zundchst einmal ein Abbau zur 
- Iminosiiure oder Ketosiéure erforderlich sein. Dieser wird durch die 
d-Aminosiureoxydase katalysiert. Die d-Aminosiureoxydase wird des- 
halb von besonderer Bedeutung fiir die Konfigurationsinderung von Amino- 
siuren der d-Reihe im Tierk6rper sein. 

Das Vorkommen der d-Aminoséureoxydase in der ‘Tierreihe ist 
mengenmaBig sehr verschieden. Aus kiirzlich veréffentlichten eigenen 
Untersuchungen?®) geht in Ubereiustimmung ‘mit friiheren Beobachtungen 
von Birkhofer und Wetzel!) hervor, daB bei Fleisch- und Allesfressern 
der Fermentgehalt der Organe:im allgemeinen weit héher ist als bei 
reinen Pflanzenfressern. Rattenniere enthalt z. B. ungefaéhr zehnmal mehr 

Ferment als Meerschweinchen- und Kaninchenniere. Wenn im Orga- 
nismus Beziehungen zwischen der d-Aminoséiureoxydase und der Kon- 
figurationsinderung von d-Aminosiuren bestehen, wire demmach zu er- 
warten, daB diese von einer fermentreichen Tierart, z.B.der Ratte, 
leichter vollzogen werden kénnte als von einer fermentérmeren Tierart, 
und da8 bei dem besonders niedrigen Fermentgehalt der Meerschweinchen 
und Kaninchen eine Umwandlung von d- in ]-Aminosauren sich unter 
Umstiinden iiberhaupt nicht nachweisen lieBe. — In den Untersuchungen 





5) Y. Kotake u. 8. Goto, H. 270, 48 (1941). — *) du Vigneaud u. O. J. 
Irish, J. of Biol. Chem. 122, 349 (1938). — 7) W.C. Rose u. Mitarbeiter, J. of 
Biol. Chem. 107, 497 (1934); 117, 351 (1937). — *) F. Knoop, H. 67, 489 (1910); 
71, 252 (1911); 148, 294 (1925); 170, 186 (1927). — ®) F. Knoop u. J. G. Blanco, 
H. 146, 267 (1925); F. Knoop, H. 268, 281 (1938). — *°) P. Holtz u. H. Biichsel, 

H. 272, 201 (1941). — #4) L. Birkhofer, u. R. Wetzel; H. 264, 31 (1940). 
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von Kotake. von du Vigneaud und von Rose, nach denen mit der 
Méglichkeit konfigurativer Umlagerungen von Aminosiuren i im Tierkérper 
zu rechnen ist, sind ausnahmslos Ratten benutzt worden. Unsere Ver- 
suche iiber Dopahyperglykimie, die keinen Anhaltspunkt fiir die sterische 
Umlagerung des nicht natiirlichen d-Dopa gaben, wurden an Kaninchen 
und Meerschweinchen ausgefihrt. 

DaB es in unseren Versuchen mit Raciinahen und Meerschweinchen 
nicht zu einer nachweisbaren Umwandlung von d-Dopa in den angreifbaren 
~ optischen Antipoden kam, kénnte daher auf dem niedrigen Gehalt dieser 
beiden Tierarten an d-Aminosiureoxydase beruhen, wie dieser anderer- 
seits vermutlich erst die wohl liberzeugendste Beweisfiihrung dafiir er- 
méglichte, daS die ,,. Dopahyperglykamie“ nicht durch Dopa selbst, sondern 
durch das aus der l-Form entstehende Oxytyramin verursacht ist. 

Unter diesen Gesichtspunkten, da8 Tierart und damit unterschied- 
licher Fermentgehalt von Bedeutung sind, haben wir mit vergleichenden 
Untersuchungen iiber die Konfigurationsinderung von Aminoséuren unter 
physiologischen Bedingungen begonnen. Unsere bisherigen Ergebnisse mit 
Dioxyphenylalanin und Histidin scheinen die vermuteten Zusammenhange 
zu bestatigen. ‘ 


Zusammenfassung : : 


Die nach der Injektion von Dioxyphenylalanin (Dopa) beim Kaninchen 
auftretende Hyperglykamie beruht nicht auf einer direkten Wirkung 
der Aminosiure, sondern ist durch Oxytyramin verursacht, das durch 
die Dopadecarboxylase der Organe aus Dioxyphenylalanin im Organismus 
gebildet wird. Hierfiir spricht 


1. der verschiedenartige Verlauf der Blutzuckerkurve nach der 
Injektion von Dopa bzw. Oxytyramin, 


2. die hyperglykiamische Unwirksamkeit der d-Form des Dioxy- 
phenylalanins, die der optisch spezifischen Wirkimg der Dopadecarboxylase 
nicht zuginglich ist. 


Aus der Unwirksamkeit des d-Dioxyphenylalanins wird gefolgert, daB 
eine sterische Umlagerung der d-Aminosiure in die fiir das Ferment 
allein angreifbare |-Form im intermediaren Stoffwechsel der Versuchstiere 
nicht in gréBerem Umfange stattgefunden haben kann. In die gleiche 
Richtung weist das Ergebnis von Meerschweinchenversuchen, in denen nach 
Verabfolgung des racemischen d,]-Dioxyphenylalanins nur die der d-Kom- 
ponente des Racemates entsprechende Menge Oxytyramin gebildet und in | 
den Harn ausgeschieden wurde. — Der Mechanismus der Konfigurations- 
anderung von d-Aminosiuren im Tierkérper wird erértert und auf die Be- 
deutung des;von Tierart zu Tierart mengenmaBig verschiedenen Vor- 
kommens der d- Aminoséureoxydase hingewiesen. 
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Stoffwechselversuche mit den Diketopiperazinen 
des I-Prolin und des +-Oxyprolin 


Von 
Georg-Otto Schliitz 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Freiburg i. Br.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juni 1943) 


Neben der Peptidbindung wurde schon von E. Fischer die Diketopiperazin- 
struktur fiir das EiweiSmolekiil als méglich betrachtet. Es hat daher auch nicht 
an Untersuchungen gefehlt, diese Ringform als Bindungsglied wahrscheinlich 
zu machen, wobei ich insbesondere auf die von E. Abderhalden durchgefiihrten 
Fiitterungs- und Fermentversuche hinweise. Den Untersuchungen von K. Shibata 
und Y. Tazawa’), die von der peptischen Aufspaltung des Arginin- und Lysin- 
anhydrids wie auch der tryptischen des Glycy!-1-glutaminsaéureanh ydrids berichten, 
stehen die Ergebnisse von E. Waldschmidt-Leitz und M. Gartner?), sowie 
von Sh. Akabori und Sh. Takase®) entgegen, die keine fermentative Spaltung 
von Aminosdureanhydriden beobachteten. Ebenso ergebnislos verliefen auch 
amerikanische Forschungen*). Y. Tazawa‘) berichtete 1939 von der peptischen 
Spaltung des Histidinanhydrids. 1940 stellte E. Abderhalden®) in einer Nach- 


priifung der japanischen Ergebnisse fest, daB Glycyl-1-(-+-)-glutaminsdiureanhydrid 


von Trypsin nicht gespalten wird. 


Ich stellte mir die Aufgabe, die Anhydride des 1-Prolins und |-Oxy- 
prolins’) im Intermediarstoffwechsel sowie in ihremVerhalten gegeniiber 
den verschiedenen Fermenten naher zu untersuchen. Dies geschah einmal 
aus der Uberlegung heraus, da8 es sich um eine neue Art von Ringkombina- 
tionen handelt, nimlich von Iminosiuren, die bislang noch nicht untersucht 
sind. Zum anderen aber, da8 sie auf Gruud ihrer Léslichkeit in Alkohol 
verhaltnisma8ig gut aus Harn, Kot und Gewebsbrei faBbar sind. Wire ihr 
Abbau im K6rper erfolgt, so wiirde im Harn kein Anhydrid zu finden sein, 
im anderen Falle hatte es zuriickgewonnen werden miissen. Im iibrigen hitte 
man bei einer allzu groBen Anhydridzufuhr woméglich die Spaltstiicke 
Prolin und Oxyprolin, falls sie im Intermediarstoffwechsel nicht schneller 
abgebaut worden wiren, im Harn mit der Isatinreaktion nach W. GraB- 


mann und K. v. Arnim®) kolorimetrisch leicht nachweisen und ebensogut, 


mit der Reineckesture nach J. Kapfhammerund R. Eck®) erfassen kénnen. 
Die Untersuchung erstreckte sich einesteils auf Verfiitterung und 


subcutane Spritzung der erwihnten Iminosaurediazipiperazine mit nach- 


gehender Riickgewinnung aus dem Harn, andernteils wurden Bebriitungen 


mit Fermentlésungen wie Pepsin, Trypsin, Erepsin in vitro angesetzt. Ferner 


*) Acta phytochemica 8, 331 (1935); Proc. Imp. Acad. Tokyo 12, 340 (1936). 
2) H. 244, 221 (1936). — *%) Proc. Imp. Acad. Tokyo 12, 242 (1936). | 

*) Bioch. J. $2, 2105 (1938); J. of Biol. Chem. 112, 517 (1936); 111,225 (1935). 
5) Enzymologia (Nd.) 7, 321 (1939). 

6)..Fermentforsch. 16, 182 (1940)..— 7) H. 228, 42 (1934). | 
8) A. 509, 288 (1934). — *) H. 170, 294 (1927). 
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wurden Leberdurchblutungen und dann Spaltansitze mit Organbrei bzw. 
mit Organschnitten ausgefiihrt. Ebenso untersuchte ich, ob die Anhydride 
von waBrigen Duodenal-Jejunalschleimhautextrakten angegriffen wurden. 
| Zum Spaltungsnachweis diente die Titration des Imino-N nach Linder- 
strem- -Lang in Aceton gegen n/40-HCl. Es ergab sich jedoch, daB die 
sabe im Hinklang mit den Angaben von E. Waldschmidt-Leitz, 
Gartner und EK. Abderhalden nicht im geringsten gespalten warden, 
weder von Pepsin, Trypsin, Erepsin, noch durch Magen- und Darmschleim- 
hautextrakte. Das gleiche wurde bei den Brutansitzen nach dem Organ- 
schnittverfahren beobachtet. Die Versuche wurden ausgefiihrt mit Schnitten 
von Leber, Milz, Niere, Muskel, Herz und Sternum. Die Organe stammen. 
von Rindern, Kaninchen und Ratten.. Dabei wurden nur die Werte bis 
3 Stunden nach Bebriitung beurteilt. Geringe Ausschlige nach 18 Stunden 


, schienen mir nicht stichhaltig. Wenn je eine physiologische Spaltung 


durch Fermente der Siuger eintraite, miiBte sie sich auch schon innerhalb 


der ersten 3 Stunden bemerkbar machen. Brutansitze mit Organbrei von 


Leber, Niere, Milz derselben Tiergattungen mit anschlieBender Riick- 
gewinnung der Anhydride. verliefen alle ebenso ergebnislos. Organdurch- 
blutungen an der iiberlebenden Kaninchenleber lieBen in allen untersuchten 
Fallen keine Spaltung der Iminosiurediketopiperazine erkennen. Ich verzichte 
daher auf eine eingehende Wiedergabe all dieser Protokolle im Versuchsteil. 

Um so mehr iiberrascht das Verhalten dieser Ringkombinationen im 
Intermediarstoffwechsel, wobei obendrein noch. ein Unterschied zwischen 
den beiden Stoffen hinsichtlich Verfiitterung und Spritzung zu erkennen 
ist. Bei den Spritzversuchen wurden nimlich beide Anhydride zu ungefahr 


50—60°/, abgebaut. So erschienen bei Einspritzung des Prolinanhydrids . . 


(Tab. I, untere Reihe) 46,2°/), 35,3°/5, 36,1%/, davon im Harn. Das ent- 
spricht einem méglichen Abbau von 0,54 g, 0,65 g und 0,43 g Diacipiperazin 
auf 1 kg Tier. 

Bei Einspritzung des Oxyprolinanhydrids (Tab. III) konnte ich aus 
dem Harn in drei Versuchen 52,5°/,, 38,4°/, und 49°, Anhydrid 
zuriickgewinnen. Somit wurden 0,95 g, 0,62 g sowie 0,51 g Diacipiperazin 
kg/Tier im Zellstoffwechsel abgebaut. a3 

In den Fiitterungsversuchen jedoch zeichnet sich das Oxyprolin- 
anhydrid durch einen fast. 100%, igen Abbau aus (Tab. II). So lieb. 
sich in dieser Versuchsreihe in keinem der durchgefiihrten Versuche - 
Oxyprolinanhydrid aus dem Harn zuriickgewinnen. Es war lediglich im — 
letzten Filtrat des Aufarbeitungsganges des Harnes eine geringe optische 
Aktivitét zu erkennen. Und diese diirfte wohl kaum dem Oxyprolinanhydrid © 


allein zuzuschreiben sein.’ Die hohe ‘spezifische Drehung der Anhydride, 


wurde namlich als gutes Kriterium ihrer Anwesenheit im Harn verwertet. 
Andererseits verhielt sich das Prolinanhydrid im Fiitterungsversuch 


(Tab. I, obere Halfte) ebenso wie bei der subcutanen Kinspritzung. ‘Eswird 


etwa zur Hilfte abgebaut. Die Werte des in drei Versuchen aus dem Harn a4 
zuriickgewonnenen Prolinanhydrids betragen 58%o, 41,6°/, und 41 chu der oe 


: beigebrachten Mengen. 
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Da8 es sich um methodische Unzulinglichkeiten handeln kann, wurde 
einesteils durch den Modellversuch ausgeschlossen. So wurde zur Tages- 
menge (lackmussauer mit H,SO,) des Kaninchenharns je 1g Anhydrid 
zugesetzt. Wiedergefunden wurden 90°/o Prolinanhydrid und 85°/o Oxy- 
prolinanhydrid. Andererseits lie8 sich im Kot in keinem Falle eines der 
cyclischen Anhydride nachweisen. Bakterielle Zersetzung ist nicht wahr- 
scheinlich, da ja ein Schwund auch nach subcutaner Verabreichung auftrat. 
Uber eine etwaige Ausscheidung des Anhydrids mit der Galle oder direkt 
in den Darm ist nichts bekannt. 

Es wire daran zu dénken, daB die Alkalitat des Harnes vielleicht eine | 
Ringsprengung bewirken kénnte. Dazu ist zu bemerken, daB Riibenkost 
beim Kaninchen immerhin eine starke Diurese bewirkt. Die tigliche Harn- 
menge steigt fast um das Doppelte der Norm an. Somit ist die Verweildauer 
in der. Harnblase nicht so lang wie gewohnlich. Einmal mit dem Harn 
aus der Harnblase entleert, kann das Dioxopiperazin nicht mehr gespalten _ 

werden, da es bei schwach schwefelsaurer Reaktion aufgefangen wird. 
SchlieBlich habe ich mich durch Modellversuche von dem Umfange der 
Ringsprengung durch Alkali iiberzeugt. So wird das Diazipiperazin erst 
nach 3—4stiindigem Kochen mit n/10-Ba(OH), am RiickiluBkihler auf- 
gesprengt, also unter Bedingungen, die im K6rper nicht auftreten. Auch 
diese Annahme einer sekundiren Spaltung muB8 daher fallen gelassen werden. 
Ebenso ist das grofe unterschiedliche Verhalten des Oxyprolinanhydrids bei 
Verfiitterung und Einspritgung wohl ein starker Gegenbeweis fiir die Ring- 
sprengung durch den alkalischen, Pflanzenfresserharn. 

Bei diesen Versuchen iiberrascht auch die groBe Vertriglichkeit dieser 
Stoffe. Wurden doch im Verhialtnis zum K6rpergewicht groBe Mengen von 
Anhydrid verfiittert oder gespritzt, ohne daB die Tiere den geringsten 
Schaden erlitten. Sie waren wohlauf, munter und fraBen gut. Rechnet 
man bei 2 g Zufuhr je kg K6rpergewicht diese Menge auf den erwachsenen 
Menschen mit dem Durchschnittsgewicht von 70 kg um, so entspricht 
dies der riesigen Menge von 140 g Anhydrid. Deswegen ist.es um so 
erstaunlicher, daB bei einmaliger Verfiitterung dieser 2 g auf kg Korper- 
gewicht kaum etwas im Harn und nichts im Kot sles teens 
wird. 

Kine Speicherung in irgendeinem Organ ist auch kaum denkbar, denn 
sonst wiirden nicht diese Unterschiede hinsicitlich Spritzung und Ver- 
fiitterung beim Oxyprolinanhydrid bzw. das gleichartige Vethalten des 
Prolinanhydrids in den beiden Versuchsreihen auftreten. 

Trotz eifrigsten, leider vergeblichen Bemiihens, den Ort des. Anhydrid- 
abbaus im Korper ausfindig zu machen, mu8B somit dennoch ein Abbau dieser 
cyclischen Iminosiureanhydride angenommen werden. Man sieht, wie vor- 
sichtig die Organdurchblutung und das Organschnittverfahren bewertet 
werden miissen. Der Darm, das Pankreas, die Magenschleimhaut, ja iiber- 
haupt jedes Organ gehért auSerhalb seiner physiologischen Umgebung 
eben nicht mehr zu diesem Organismus und kémn sich so ganz anders ver- 
halten wie im unversehrten Korper. 
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Versuchsteil 


Das 1-Prolinanhydrid und das 1-Oxyprolinanhydrid wurden nach Kapf- 
hammer und Matthes hergestellt’). Sie waren analysenrein, ihre Lésungen 
farbten sich nach Aufkochen mit CuCO, nicht blau. 1-Prolinanhydrid [a]p?® = 
— 147,2°; 1-Oxyprolinanhydrid [«]p?° = — 153,4°. | 


I. Versuche mit 1-Prolinanhydrid 


Rickgewinnung aus Harn. Zur Tagesmenge (200 ccm) des mit Riiben 
ernahrten Kaninchens werden 1,0g Anhydrid gegeben und 900,0 mg = 90°/, 
zurickgewonnen. Bei diesem Modellversuch wie bei dem mit Oxyprolinanhydrid 
bedeuten 90°/, bzw. 85°/, ee der Anhydride Mittelwerte aus mehreren 
Versuchen. 

Der mit H,SO, lackmussauer mehiaiiene Harn wird kurz mit Tierkohle auf- 
gekocht, das Filtrat auf 10,0 ccm eingeengt (alle Lésungen wurden grundsatzlich 
nur im Vacuum eingeengt) und der gréBte Teil des Harnstoffes mit kalt gesattigter 
Oxalsiurelésung entfernt. Uberschiissige Oxalséure und Sulfat werden mit CaCO, 
unter Kochen beseitigt. Der schlieBlich im Vakuumexsiccator scharf getrocknete 
Riickstand des Filtrats wird mit 96°/)igem Alkoho] ausgekocht. Nach Vertreiben 
des Alkohols wird in 5—10 ccm Wasser gelést uud mit Benzol erschépft. Beim 
Kinengen krystallisiert Prolinanhydrid analysenrein aus. 

Riickgewinnung aus Kot. Der gesamte Versuchskot wurde im ‘Morser 
zerrieben und mit Wasser ausgekocht. Das mit Tierkohle geklarte Filtrat war 
stets optisch inaktiv. Da sich bei den Spritz- und Fiitterungsversuchen mit Prolin- 
‘und Oxyprolinanhydrid weder im Kot noch im Harn der Vor- und Nachperioden 
Anhydrid nachweisen lie8, verzichte ich auf die Beschreibung der Versuche. 

Stoffwechselversuch. Die Kaninchenbécke werden mit Riiben gefiittert. 
Der Harn wird quantitativ aufgefangen und mit H,SO,)schwach lackmussauer 
gemacht. Die Aufarbeitung des Harns geschieht wie oben angegeben. Kontrolle 
durch jeweils 48stiindige Vor- und Nachperiode ohne Zufuhr von aan 


















































Tabelle I 
ie a ——S Ent j ht 
| | emt | gig [BV ei gon), | Zuriick- | Ab- 
Kanin- |Gewicht | menge Tier | Wiedet-] pick. - gewonnen| gebaut 
chen. in kg |Anhydrid tiglich gefunden gewinnung] ‘in o/, | in g/kg 
in g ! ing |. ing me ie 
: I 2,40 5,00*) 2,08 2,60 2,90 58,0 0,88 
is ae 3,20 6,00*) 1,87 2,25 2,50 41,6 |- 1,09 
I * | 3,20 3,50*) | 1,09 1,32 1,46 41,6 0,64 
I f 3,00. | 3,00**) 0,50 1,25 1,38 46,2 0,54 
II 3,00 | 3,00**) 0,50 0,95 1,06 35,3 0,65 
Il 3,004 2,00***) 0,66 0,65 0,72 36,1 ° 0,43 
— 


*) Auf einmal in 50 ccm Ringer gelést mit Schlundsonde. 
**) An 2 Tagen je 2mal 0,75 g in 25ccm Ringer subcutan. 
***) An 1 Tag je 2mal 1,00 g in 50 ccm Ringer subcutan. . 


II. Versuche mit 1-Oxyprolinanhydrid 


Riickgewinnung aus Harn. Die Aufarbeitung war dieselbe wie beim 
]-Prolinanhydrid bis zur Extraktion mit 96°/, Alkohol am RiickfluBkihler. An- 
schlieBend wurde das kalte Filtrat im Vakuum und dann im Exsiccator zur Trockne 
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gebracht und in abackutens’ ‘Alkohol 


krystallisiert das Anhydrid mit: etwas ‘ 
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krystallisieren aus absolutem Alkohol analysenrein gewonnen. 
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sh Pxbelle II 
A , 
G t- Aus Harn | — | 
Sccinshin Gewicht sisi g/kg. zuriick- . | Abgebaut 
7 in kg ‘ Tier gewonnen in g/kg 
im § cee in g * 
oe 2,5 5,0*) 2,0 Drehung 2,0 
: ~ 0,400 
IT 3,0 6,0*) 2,0 Drehung 2,0 
= 0,250 
Ill + 3,2*) — 1,0 oo 2,0 











“‘Tabelle IIl 








*) Kinmalige Gabe gelést in 50ccm Ringer mit Schlundsonde. 



































‘ Entspricht 3 
FEES: eT vie ae bei 85°/, | Zuriick- | Ab- 
nome ter etid seit Tier | 7UFUS* | Riick- | gewonnen| gebaut 
chen in kg | Anhydrid tiglich |S°WODMN| gewinnung| in o/, | in g/kg 
in g in g. ‘in g 
I 2,4 . 4,8*) 2,0 2,15 2,52 52,49 0,95 
II 3,2 3,2**) 1,0 . 1,05 1,23 38,44 0,62 
III 3,0 3,0***) 1,0 1,25 1,47 48,99 0,51 























*) An 2 Tagen 2mal taglich 1,2 g in 25 ccm Ringer subcutan. 
**) Ebenso, Einzelgabe 0,80 g. 
***) Ebenso, Einzelgabe 0,75 g. 


Zusammenfassung 


Das Verhalten der Anhydride des Prolins und des Sevdeclins wurde 
im Intermediérstoffwechsel in Spritz- und Fiitterungsversuchen untersucht : 
Dabei zeigte sich, daB die Anhydride zu ungefihr 50°/o abgebaut werden. 
Kine Sonderstellung nimmt das Oxyprolinanhydrid ein. Es wird im Gegen- 
satz zum Prolinanhydrid i im Fiitterungsversuch zu rund 100°/, abgebaut, 
verhalt sich allerdings im Spritzversuch ebenso wie das Prolinanhydrid. 
Der Grund fiir dieses Verhalten ist vermutlich in der Oxygruppe zu suchen. 
Spaltversuche in vitro mit Fermentlésungen und mit Organbrei- 
ansitzen verliefen alle ergebnislos; ebenso Spaltansitze nach dem Organ- 
schnittverfahren, sowie Organdurchblutungen an der iberlebenden Kanin- 
. chenleber., . 
Der Ort des Substratabbaus lie8 sich nicht ermitteln. 
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Uber den biologischen Erganzungswert 
verschiedener Nahrungsproteine 


¥., Mitteilung 4) 
Pathologisch-anatomische Befunde bei cystinarm ernéhrten Ratten 


Von 
Johannes Dobberstein und Andreas Hock — 


- (Aus dem Institut fir Veterinir-Pathologie und dem Institut fir Garungsgewerbe 
und Stirkefabrikation, Ernahrungsphysiologische Station der Universitat Berlin) 


(Der Schrifileitung zugegangen am 2. Juli 1943) 


Uber die im Gefolge einer qualitativ unzureichenden HiweiSernahrung 
auftretenden Organveranderungen ist zur Zeit noch wenig bekannt. Man ~ 
weiB, daB gewisse Aminoséuren fiir die Erhaltung des Lebens unbedingt 
notwendig sind. Vom Cystin speziell ist bekannt, da8 es fiir das Wachstum 
junger Tiere unentbehrlich ist. Nun ergaben die von Hock und Fink 
durchgefiihrten Fiitterungsversuche ‘iber die bereits in der IV. Mitteilung’) 
ausfihrlich berichtet wurde, da8 cystinarm ernahrte Ratten nicht nur im 
Wachstum zuriickbleiben, sondern daB sogar ein groBer Teil dieser Tiere 
noch innerhalb der 90tagigen Versuchsdauer starb. Ein groBer Teil der 
‘Ratten — iiber 180 Tiere aus allen Versuchsgruppen — wurde seziert und 
histologisch untersucht. 

Bei einem hohen Hundertsatz der aus bestimmten Ditgruppen?) - — 
(im folgenden kurz als ,,cystinarm”:bezeichnet) stammenden Tiere, ergab 
sich dabei ein ganz charakteristisches Bild, das in seinen Einzelheiten zwar 
innerhalb gewisser Grenzen schwanken kann, in seinen Grundziigen aber 
bei allen Tieren vollig iibereinstimmt. 

Bei der fiuSeren Besichtigung fallt auf, daB die Ratten deutlich im 
Wachstum zuriickgeblieben sind, ohne da es:aber zu sinnfalligen 
Verinderungen in den Proportionen des Kérpers gekommen war. Lediglich 
der Kopf erschien im Verhiltnis zum iibrigen Kérper etwas groB. Das 
Haarkleid war schlecht ausgebildet, weniger dicht als bei den Kontrolltieren 
(IV. Mitt.: Gr. M 2) und rauh und glanzlos. 

Der Ernahrungszustand der ,,cystinarm‘ ernahrten Ratten war 
im Vergleich zu den reichlich mit Cystin oder anderen S-haltigen Amino- 
siuren ernihrten Gruppen®) (,,Cystintiere“) ma&fig, doch sprach nichts 
daffir, dab die Ratten an Inanition gestorben waren. Auch bei den ; erent 





4) A. Hock u. H. Fink, IV. Mitt.: H. 279, 187 (1943); vorlénfige Mitt. 
ebenda 278, 136 (1943). | 

2) Vgl. IV. Mitt.: Diaten Nr. 18, 25 u. 27, ferner 16 u. 17: —— 
| 8) Vgl. IV. Mitt.: Gr. M2 u. 15, sowie die Gruppe mit Cystinzulage (24, 19 
- und 28). 
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arm‘‘ ernihrten Tieren fand sith immer noch etwas Fettgewebe an den 
bekannten Pridilektionsstellen und konnte ‘auch bei der histologischen 
Untersuchung noch an zahlreichen Stellen nachgewiesen werden. 

Die sinnfalligsten Verainderungen bot regelmaBig die Leber dar. Das 
Organ hatte etwa die normale GréBe oder war doch nur miBig geschwollen 
und wies eine graugelbliche, auffallig blasse Farbe auf. In den meisten 
Fallen erschienen -daneben einzelne Lappen oder scharf abgesetzte Teile 
derselben dunkelrot bis schwarzrot verfarbt (Fig. 1a). In anderen Fallen 
traten innerhalb der hellgrau verfirbten Leber fast kreisrunde, kleinere oder 


‘gréBere dunkelrote Herdchen auf (Fig. 1b). Hierdurch ergab sich oft ein 


auffilliges, buntgeflecktes Aussehen der im iibrigen sehr briichigen Leber. 

Die Milz zeigte ein wechselndes Verhalten. Teils war sie klein und 
braunrot, teils deutlich bis stark geschwollen und von schwarzroter Farbe. 
Da sich ein himorrhagischer Milztumor aber auch bei ,,Cystintieren“ ge- 
legentlich vorfand, so kann er nicht ohne weiteres mit der cystinarmen Er- 
nihrung in Verbindung gebracht werden. Die Nieren fielen grobsinnlich 
in der Regel nyr durch ihre blasse, helle Farbe auf. Magen und Darm 
erschienen animisch, im iibrigen aber unveraindert. Der Magen war meist 
gut gefiillt, ein Zeichen dafiir, daB die Tiere bis zum Tode gefressen haben. 
Die iibrigen Organe einschlieBlich des Skelets erschienén makroskopisch 

Histologisch fand sich in der Leber in jenen Fallen, in denen der Tod 
schon nach 5—6tagiger cystinarmer Ernahrung eingetreten war, eine aus- 
geprigte Nekrose der Leberzellen mit besonderer Lokalisation in den 
peripheren Lippchenabschnitten. Mitunter waren die Leberlappchen bis 
auf kleine, um die Zentralvene gelegene Teile véllig nekrotisch. Die Kerne 
der Leberzellen wiesen dabei in der Regel die Erscheinungen der Karyolysis 


~ auf oder hatten den Kernfarbstoff iiberhaupt nicht mehr angenommen. 


Eine Verfettung geht dem Absterben der Leberzellen nicht voraus. 
Dagegen kénnen die noch erhaltenen Inseln von Leberzellen teils geringere, 
teils stirkere Fetteinlagerungen aufweisen. Sehr haufig war es zu einer 
starken Verfettung der Kapillarendothelien gekommen, so da die Kapil- 
laren bei der Scharlachrotfarbung die Leberzellbalken als orangerote Siume 
begrenzten. Gleichzeitig schienen die Kapillarendothelien deutlich akti- 
viert. Innerhalb der Kapillaren kommt es bald zu einer staérkeren Ansamm- 
lung von neutrophilen und eosinophilen Leukocyten, die sich spiiter eben- 
falls stark mit Fetttrépfchen beladen k6énnen. 
beobachtet man bei etwas langerer Fiitterungsdauer auch ganz unregelmaBig 
ausgebreitete Nekrosen umschriebener Liappchenpartien, wobei lebende 
Zellen ganz unvermittelt an abgestorbene Partien angrenzen. Ja haufig 
kann man feststellen, wie einzelne gut erhaltene Leberzellenbalken finger- 
formig weit in das nekrotische Gewebe hineinreichen (Fig. 2). Schon die 


Ausbreitung dieser, Nekrosen der zweiten Art legte die Vermutung nahe, daB 


es sich um animische, mit Zirkulationsstérungen in Verbindung zu bringende 
Nekrosen handeln diirfte. Ks lie8 sich nun fast immer nachweisen, daB die 
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zugehorigen Kapillaren solcher Gebiete stellenweise statt roter Blutkérper- | 
chen homogene, bei der Weigertschen Fibrinfarbung tiefblau sich farbende, * 
Massen enthielten. Es war demnach zu einem Verschiu6 einzelner Kapil- 
laren durch Fibrinthromben gekommen. 

Hiermit standen weitere Kreislaufstérungen in Einklang, die fast 
immer nach 10—12tagiger Fiitterungsdauer nachweisbar waren. Die Leber- 
kapillaren waren abschnittsweise maximal erweitert und strotzend mit roten 
Blutkérperchen angefiillt. ‘Gelegentlich wiesen nur einzelne Kapillarziige 
eine derartige Verinderung auf. In der Regel waren aber doch stets groBere 
Kapillargebiete von der Stauung bzw. Stase betroffen. Im Anschlu8 an‘die 
Stauungen kommt es endlich zu ausgedehnten Blutungen, so da8 schlieBlich 
ganze Leberlippchen nur noch aus einem zerfallenden Leberzellen, poly- 
morphkernigen Leukocyten und verfettete Kapillarendothelien enthalten- 
dem hamorrhagischen Detritus bestehen. Der Zerfall der Leber geht dabei 
in den meisten Fallen offensichtlich ganz plotzlich vor sich und fihrt schnell 
zum Tode der Versuchstiere, da sich starkere Himosiderinablagerungen als 
Zeichen eines bereits eingetretenen Blutabbaues niemals nachweisen lieSen. 
Nur in einzelen Fallen, ihre Zahl war allerdings gering, war der Zerfall der. 
Leber offensichtlich etwas langsamer vor sich gegangen, da es bei ihnen 
bereits zu deutlichen reparatorischen Erscheinungen von seiten des er- 
halten gebliebenen Lebergewebes gekommen war. An der Peripherie der 
Lippchen fanden sich Ansammlungen von Lymphocyten, Plasmazellen 
und Histiocyten. Innerhalb dieser Zellherde sowie in der: Umgebung der 
Zentralvenen lieB sich ferner bereits eine deutliche Vermehrung und Ver- 
dichtung der Gitterfasern nachweisen. Daneben traten ungewohnlich groBe, 
das 4—5fache der normalen GréBe erreichende Leberzellen mit groSen 
hellen Kernen auf, sowie zweikernige Leberzellen und solche mit Mitosen 
des Kernes. Auch Sprossungen der kleineren Gallengiinge waren naehweis- 
bar. Veriainderungen dieser Art, die als beginnende Cirrhose aufzufassen 
sind, waren indessen nur bei Tieren mit MoM cee Fiitterungsdauer 
nachweisbar. 

AuBer in der Leber wurden hiufig noch in én Nieren auffalligere 
Verinderungen angetroffen. Auch in diesem Organ war es stellenweise zu 
einer Verlegung einzelner Kapillargebiete durch Fibrinthromben sowie zu 
einer Stase in kleineren, umschriebenen GefaiBgebieten gekommen. Dagegen 

wurden gréBere Blutungen vermi$t. Sehr hiufig lag eine schwere Degene-- © 
ration der Epithelien der Hauptstiicke vor, wobei letztere schlieBlich der 
volligen Nekrose anheimfielen. Die Tubuli contorti I. Ordnung waren in 
diesen Fallen véllig kernlos und mit scholligen oder homogenen Massen 
angefiillt. Gelegentlich konnte auch eine Verfettung der basalen Abschnitte 
der Epithelien der Hauptstiicke festgestellt werden, doch war sie nicht ~ 
gerade hiufig. Innerhalb der Bowmannschen Kapsel traten in gréferer 
Menge homogene oder feinkérnige Massen auf, die halbmondférmig den ° 
Raum zwischen Glomerulusschlingen und Kapselwand ausfiillten. Einzelne 
Schlingen der Glomeruli erschienen ferner hiufig vergréBert, mit benach- 
barten Schlingen ver quaren | und waren kernlos (Fig. 3). Entziindliche Zell- 
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ansammlungen konnten weder zwischen den Tubuli noch innerhalb der 


Bowmannschen Kapsel beobachtet werden. Es handelt sich vielmehr 
sowohl an den Tubuli als auch an den Glomeruli um rein degenerative, zur 
Nekrose fiihrende Verinderungen, also-um eine Glomerulonephrose. 
Die Nierenveranderungen entwickeln sich offenbar unabhaingig von den 
Leberverinderungen, denn sie waren in manchen Fallen, in denen die Leber 
sehr deutliche Verainderungen aufwies, nur gering ausgebildet, wahrend 
sie umgekehrt in anderen Fallen, in denen die Leber noch keine schweren 


Abweichungen von der Norm erkennen lie8; wiederum einen sehr hohen. 
Grad erreicht hatten. ‘In der Mehrzahl der Fille entsprachen die Nieren- — 


verinderungen allerdings in ihrer Starke denen der Leber. 
Beziiglich der Abhaingigkeit der Leber- und Nierenverande- 


‘rungen von der Fitterungsdauer traten groBe individuelle Unter- 


schiede auch bei den Tieren ein- und derselben Gruppe hervor, insofern als 
die -Verainderungen mitunter schon nach 4—-5tigiger Fatterungsdauer, in 
anderen Fillen aber auch erst nach 60—T70tagiger Dit auftraten. Die erst 
nach lingerer Fiitterungsdauer zustande gekommenen Veranderungen unter- 
schieden sich in der Regel in keiner Weise von denen, wie sie bei Tieren ge- 
funden wurden, die bereits nach 5—l0tagiger cystinarmer Ernaibrung 
gestorben waren. Auch bei langerer Fiitterungsdauer lagen im allgemeinen 
keine chronischen Verainderungen vor. Von den Tieren, die typische Leber- 
und Nierenverinderungen aufwiesen, waren 40°/, nach 4—2Otigiger, 
weitere 40°/, nach 20—40tigiger und der Rest von.20°/, nach iiber 40tagiger 
cystinarmer Ernahrung gestorben*). Da8 ein Versuchstier linger als 90 Tage 
die Ernihrung ohne Schaden aushielt, gehorte zu den groBten Ausnahmen. 
Im iibrigen spielte natiirlich fiir den Zeitpunkt des kérperlichen Zusammen- 
bruches auch der Grad der Cystinarmut der verabreichten Nahrung eine 
wichtige Rolle. 

Man darf fiir diejenigen Fille, in denen es erst sehr spat zur Entstehung 
der schweren Leber- und Nierenverinderungen kam, wohl annehmen, daB 
der Organismus bei Beginn des Versuches noch iiber gréBere Cystinreserven 
verfiigte, die das Tier eine gewisse Zeit lang vor den nachteiligen Folgen der 
cystinarmen Ernahrung schiitzten. Der Zusammenbruch selbst erfolgt in 
der Regel ganz plétzlich innerhalb weniger Stunden, ohne da8 es zur Aus- 
bildung eines auffalligeren klinischen Krankheitsbildes kommt. Wenigstens 
kénnen sich die in Leber und Nieren festgestellten Verainderungen in kiir- 
zester Zeit entwickeln; fiir einen sehr schnellen Verlauf spricht auch die 
Tatsache, da8 es innerhalb der Blutungen noch nicht zum Blutabbau, der 
ja schon nach 2—3 Tagen einsetzt, gekommen war. Nur in 3 Fallen lie 
die in der Leber nachweisbare beginnende Zirrhose der Riickschlu8 zu, daB 
der Zerfall der Leber nicht ganz so stiirmisch wie sonst vor sich gegangen war. 

Wenn man nach Parallelen zu diesen Befunden in der menschlichen 
und tierischen Pathologie sucht, so. fallt vor allem die auffallig groBe Ahn- 
lichkeit des Sektionsbildes mit dem der menschlichen Eklampsie auf, 


— 





4) Vgl. hierzu auch Fig. 7 in der IV. Mitteilung. 
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Das gilt sowohl fiir die Verinderungen der Leber als auch fiir die der Nieren, 
Ob es sich bei der Eklampsie des Menschen allerdings um eine auf Cystin- 
mangel zuriickgehende Erkrankung handelt, la8t sich zur Zeit noch nicht 
entscheiden, da man sich iiber die Natur des angenommenen Giftstoffes bei 
dieser Gestationstoxikose noch véllig im unklaren ist, und Untersuchungen 
in dieser Richtung noch nicht vorgenommen worden sind. <Auffallig ist 
allerdings, da8 auch traichtige erwachsene Ratten die cystinarme Ernahrung 
nicht vertragen. Zwei trichtige Ratten, die die Diaét.der Gruppe 18 er- 
hielten, starben kurz vor Beendigung der Trichtigkeit. Die anatomischen 
Verainderungen entsprachen weitgehend dem Bilde der Eklampsie. 


Man hat ferner beobachtet, daB die gleichen Veranderungen wie bei 
Cystinmangel auch bei iberm&Big hohem Cystingehalt der Nahrung 
auftreten. So fand bereits 1925 Lignac®), daB Cystinlésungen, subcutan 
verabreicht, bei Miusen schwere Nierenschidigungen hervorrufen; Ahn- 
liches beobachteten Newburgh und Marsh*) beim Hunde, wihrend 
Baumer und Hiickel’) nach Verfiitterung von Cystin an Ratten das Auf- 
treten von Nephrosen und Glomerulonephrosen feststellten. Ferner fanden 
Karle und Viktor®) — allerdings bei sehr hohen Dosen- von-Cystin (5 bis 
10°/, der Gesamtdiat) — Leberveranderungen, die den von uns beschrie- 
benen weitgehend entsprachen. Es wurden eine Nekrose und Hyalinisierung 
der Leberepithelien in den peripheren Lippchenabschnitten sowie aus- 
gedehnte Blutungen beobachtet, so daB die Verfasser von einer haimorrha- 
gischen Hepatitis sprechen; bei langerer Versuchsdauer kam es zur Ent- 
wicklung von Cirrhosen. Die Autoren weisen gleichfalls auf die groBe Ahn- 
lichkeit der Veriinderungen mit denen der menschlichen Eklampsie hin. 
Es kann danach nicht bezweifelt werden, da8 ein tibermaBiger Cystingehalt 


* 


der Nahrung zu den gleichen Schidigungen. in Leber und Nieren fiihrt wie..- 


ein Mangel an Cystin. 


4 


Wie es stoffwechselpathologisch zu diesen Verainderungen- kommt; "dariber 


14Bt sich heute noch nichts Sicheres sagen. ‘Offensichtlich ist’ die Funktion der . 


S-haltigen Aminosiuren im intermediaren Stoffwechsel ye ee vielseitiger als 
man bisher angenommen hat. Es ist verstandlich, daB ein offensichtlicher C ystin- 
mangel der Nahrung zu schweren Gesundheitss$6rungen fiihren mu. Cystin 
bzw. S-haltige Aminosiauren sind lebenswichtig. Bei ihrem Fehlen kommt es nicht 
nur zu Wachstumshemmungen, Sondern die Versuchstiere sterben friihzeitig (vg). 
IV. Mitteilung). Hiermit steht es durchaus im Einklang, daB-_der hungernde 
Organismus mit dem Verbrauch seiner S-haltigen EiweiBverbindungen immer 
sparsamer wird. Nach Luciani®) binkt beim hungernden Menschen der Quotient 
N:S in den Ausscheidungen von 1: 16-19 in den ersten 10 Hungertagen auf 
1: 28—32 in der 4. Hungerwoche. Damit stimmen unsere Erfahrungen ungefahr 
iiberein, da wir sowohl! die gréBten Wachstumshemmungen wie auch die meisten 
Organschadigungen gerade bei Didéten fanden, deren N: S-Verhaltnis bei 1: 20,3 
(Gr. 18) bzw. 1: 22,2 (Gr. 25) lag, wahrend die besten Wachstumserfolge und 





5) Lignac, Krkhforsch. 1925, 25. : Sate 
6).Newburgh u. Marsh, ae Med. 36, 682 (1925). 

7) H. Baumer u. R. Hiickel, . Wschr. 16, 78 (1937). 

8) D. P. Earle u. J. Viktor, J. exper. Med. (Am.) 78, 161 (1941). 
_*) Luciani in W. Stepp, Ernahrungslehre. S. 258. Springer 1939. 
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praktisch keine Organschaden bei Diadten mit einem N: S-Verhaltnis von 1: 10,4 
bis 1: 14,37 gefunden wurden. 

Bekannt ist die Bedeutung von Cystin-Cysteinabkémmlingen als Redox- 
substanzen bei Dehydrierungsvorgingen, z. B. bei der Atmung. Cystin scheint 
die Zellteilung der Hefe zu stimulieren und bei manchen schwer ziichtbaren Bak- 
terien als Wachstumsfaktor wirksam zu sein, was z. B. fiir Influenzabazillen 
nachgewiesen ist. Bei h6heren Organismen soll Cystin vor allem fiir die Regenera- 
tion der Plasmaproteine von Bedeutung sein?°) (Luckner), besonders die 
Albuminfraktion ist reich an Cystin (um 6°/) bei Mensch und Ratte). Ferner 
beeinfluBt Cystin sicherlich die Fettbildung in der Leber; es fordert die Fett- 
ablagerung in der Leber, wahrend Methionin und besonders Cholin sie hemmen?*). 


Es kann ferner als gesichert angesehen werden, daB die Folgen eines un-! ~~ 
zureichenden Cystingehaltes der Nahrung nicht nur von dem Grad des Cystin- 


mangels, sondern sehr wes€éntlich auch von der Zusammensetzung der Nah- 
rung im allgemeinen abhangen. So handelt es sich bei dem aus dem Welt- 
krieg bekannten und von H. Luckner?®) an Ratten durch einseitige Mohrriiben- 
und Steckriibenfiitterung kiinstlich hervorgerufenen Ernahrungsédem ebenfalls 
um einen Cystinmangel, der aber auch mit einem absoluten Ernahrungsmangel 
an EiweiB und Nucleoproteiden — die man wohl mit in den Betrachtungskreis 
ziehen mu — verbunden war. In diesem Falle kam es nicht zu den von uns 
beobachteten Leber- und Nierenveranderungen, sondern es entwickelte sich das 
bekannte Bild des Ernaihrungséddems mit seinen klinischen und histologischen 


Folgeerscheinungen. a 
Bei der von uns gewahlten Ernéhrungsweise dagegen war die Nahrung 


sowohl an Kiweif wie auch an Nucleoproteiden quantitativ ausreichend; 
lediglich qualitativ bestand — wie vor allem auch die Wachstumskurven 


- zeigten — ein Mangel an Cystin. Bei dieser Sachlage méchten wir annehmen, 


da8 die von uns gefundenen Leber- und Nierenveriinderungen ursachlich 
auf eine durch Cystinmangel bedingte Stoérung von Entgiftungs- 
vorgangen toxisch wirkender Stoffwechselprodukte zuriickzufiihren sind. 
Als eigentlich wirksame, entgiftende Substanz kénnte dabei ein Abbau- 
produkt des Cystins, das Taurin, eine Rolle spielen. Da8 gerade Leber- 
verdinderungen auftreten, und zwar beginnend vom peripheren Teil der 
Leberlippchen aus, das hei8t also dort, wo das Pfortaderblut zuerst an die 
Leberzellen gelangt, weist darauf hin, daB die Schidigung anscheinend durch 
Verdauungsprodukte (wesentlich Abbauprodukte der Eiwei8- oder Nucleo- 
proteidverdauung) verursa¢ht wird, zu deren normalen Beseitigung offen- 
sichtlich bestimmte Mengen an Cystin oder Cystein benétigt werden. Auch 
die bei der Eklampsie des Menschen auftretenden, mit unseren Befunden 
weitgehend iibereinstimmenden Leber- und Nierenverinderungen werden 
ja heute allgemein als Folge einer inneren Vergiftung (Schwangerschafts- 
toxikose) angesprochen. 


Da8 Cystin eine entgiftende Wirkung entfalten kann, ist aus der 


' Therapie bekannt. So werden z. B. Hornhydrolysate mit relativ hohem Gehalt 


an Cystin (12—14°/,) mit Erfolg zur Entgiftung der Bakterientoxine bei Diph- 
therie und anderen Infektionskrankheiten verwandt (Detoxin)**). Ferner konnten 





10) H. Luckner, Z. exper. Med. 108, 563, 586 (1938). 

11) A. W. Beeston u. H. J. Channon, Bioch. J. 30, 280 (1936); H. J. 
Channon, M. C. Manifold u. A. P. Platt, Bioch. J. 32, 969 (1938). 

12) W. Herbrand u. K. H. Jaeger, Med. Klin. 48, 1 (1938). 
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EK. E. Stevenson und A. White?*) bei Ratten beobachten, daB die wachstums- 
hemmende Wirkung einer Jodessigsdurevergiftung durch Cystin behoben werden 
kann. In gleicher Richtung liegen Beobachtungen von A. und J. White"‘), 
wonach bei Mausen die der Carcinombildung bei Teerpinselung vorausgehende 
Kachexie durch Gaben von |-Cystin, d.l-Methionin oder Glutathion erfolgreich 
bekampft werden kann, was sich die Autoren ebenfalls mit einer Entgiftung der 
Teersubstanzen durch Bildung von Mercaptursauren erkliren. Auf eine Erhéhung 
der entgiftenden Wirkung von Glutathion durch gleichzeitige Verabreichung von 
Vitamin C weist in neuerer Zeit Z. Kovacs!) hin. Auch die Tatsache, daB Cystin 
bei St6rungen der Nebennierentatigkeit (Morbus Addison) mit Erfolg angewendet 
wird und bei den durch das Corticosteron gesteuerten Stoffwechselvorgangen eine 
wichtigé Rolle spielen diirfte, spricht fiir eine entgiftende Funktion des Cystins'*). 


Zusammenfassung 


Infolge eines unzureichenden Cystingehaltes der Nahrung kommt es bei 
der von uns gewahlten Form der Diit bei wachsenden Ratten friiher oder 
spiter zu schweren Leber- und Nierenverinderungen. Dieselben bestehen in 
der Leber in primaren Nekrosen der Leberzellen vornehmlich im Bereich der 
Lippchenperipherie, Thrombosen der Leberkapillaren mit anschlieBender 
animischer Nekrose umschriebener Lappchenteile, ausgedehnten Blutungen 
und einer Verfettung der Kapillarendothelien. In den Nieren liegt das Bild der 
Glomerulonephrose vor. Die Veraénderungen stimmen weitgehend mit den 
bei der menschlichen Eklampsie auftretenden Verainderungen iiberein und 
sind der Ausdruck einer schweren Stérung des intermediaren Stoffwechsels. 
Gewisse Beobachtungen sprechen dafiir, da8 Cystin bzw. die S-haltigen 
Aminosauren iiberhaupt bei der Entgiftung von Kiwei8- und Nucleoproteid- 
abbauprodukten oder auch anderer toxisch wirkender Stoffwechselprodukte 
eine wesentliche Rolle spielen. Enthalt die Nahrung die’ fiir den Organismus. 
notwendige Menge S-haltiger Aminosduren nicht mehr, so kommt es friiher 
oder spater zu den angegebenen Organveranderungen, ‘die in kiirzester Zeit 
zum Tode der Versuchstiere fihren. 





13) KE. E. Stevenson u. A. White,. J. biol. Chem. (Am.) 134, 709 (1940). 
14) A. White u.‘J. White, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. (Am.) 89, 527 
(1938); J. of Biol. Chem. 181, 149 (1939). 
15) Z. Kovacs, Magy. orv. Arch. 42, 303, 311 (1941). 
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Zur Beziehung zwischen Konstitution und cancerogener Wirkung 
aromatischer Kohlenwasserstoffe 
Von 
Hans Lettré 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitits-Laboratorium Géttingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Juli 1943) 
® 


Die Priifungen zahlreicher, aromatischer Kohlenwasserstoffe auf ihre 
cancerogene Wirkung?) haben bisher weder zu einer Klérung der Frage 
des Wirkungsmechanismus dieser ,,entarteten Biokatalysatoren“ [Bute- 
nandt?)] noch zu einem eindeutigen Zusammenhang zwischen Konstitution 
und cancerogener Wirkung gefiihrt. Fieser*) sieht die erhéhte Reaktions- 
fahigkeit cancerogener Kohlenwasserstoffe gegeniiber der von unwirksamen 
Kohlenwasserstoffen als wesentlich an. Cancerogene Kohlenwasserstoffe 
vermégen mit Diazoniumverbindungen zu kuppeln®), sie reagieren leicht 
mit Bleitetraacetat®) und mit Benzopersiure*). Diese Reaktionsfihigkeit 
ist jedoch nicht scharf abgegrenzt, da auch nicht cancerogene Kohlenwasser- 
stoffe mit diesen Agentien reagieren kinnen. Die erhohte Reaktionsfihigkeit 
cancerogener Kohlenwasserstoffe ist nach einer Theorie von O. Schmidt’) 
bedingt durch die relativ leichte Anregbarkeit der B-Elektronen, die auch 
fiir die cancerogene Wirkung dieser Stoffe von Bedeutung sein sollen. Die 
Betrachtungen von O. Schmidt fihren jedoch auch nicht zu einer ein- 
deutigen Augravens cancerogener und nichtcancerogener Kohlenwasser- 


stoffe. | 
Ich méchte im folgenden auf eine Beziehung hinweisen, die zwischen 


cancerogener Wirkung und Konstitution aromatischer Kohlenwasserstoffe | 
besteht, die mir schon 1938 bei einer Zusammenstellung der untersuchten 


Stoffe aufgefallen ist. Auch diese Beziehung kann keine vollkommene Ab- 
grenzung herbeifiihren, jedoch scheint sie einige experimentelle Anregungen 
zu geben und ist bel dem heutigen Stande vielleicht. geeignet, zu einer end- 
giiltigen Klarung beizutragen. 

Zur Formulierung der aromatischen Kohlenwasserstoffe shea wir vom 
Anthracen (I) und vom Phenanthren (II) aus. Durch die Molekiile legen 
wir eine Symmetrelinie, die durch den Mittelpunkt eines Ringes (auch 
mehrerer Ringe) fiihrt. Hierfiir besteht beim Phenanthren eine Méglichkeit, 





1) Vgl. die Zusammenstellung bei: v. Euler u. Skarzynski, Biochemie der 
Tumoren, Stuttgart 1942; E. Clar, Aromatische Kohlenwasserstoffe, Berlin 1941. 

2) Butenandt, Z. Ang. 51, 621 (1938). 

3) Am. Soc. 60, 1893, 2542 (1938); Am.-J. Canc. 84, 116 (1938). 

4) Eckhardt, B. 78, 13 (1940). 

) 0. Schmidt, Z. physik. Chem. B 39, a (1938); 42, 94 (1989); 44, 191 
(1939); 47, 1 (1940); Naturw. 26, 444 (1938); 29 , 146 (1941); B. 72, 98 (1939); 
78 (A), 97 (1940). ony 
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beim Anthracen bestehen zwei. Eine Angliederung eines weiteren Ringes 
kann nun unter Erhaltung der urspriinglichen Symmetrie oder unter deren 
Aufhebung erfolgen. Der Ubergang zum Tetracen (III, Nomenklatur nach 
Clar!)] vom Anthracen aus geschieht unter Erhaltung der Symmetrie: 
Tetracen ist nicht cancerogen. Die andere Moglichkeit der Angliederung 
des vierten Ringes fiihrt unter. Aufhebung der Symmetrie zum schwach- 
cancerogenen 1,2-Benzanthracen (IV), dessen Wirkung durch Methylsub- 
| stitution verstirkt werden kann. 1,2-Benzanthracen kénnen wir auch als 
ein 2,3-Benzphenanthren ansehen, das aus Phenanthren ebenfalls unter Auf- 
hebung der urspriinglichen Symmetrie entsteht. 
By = = 
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Kine Angliederung eines weiteren Ringes kann vom Phenanthren aus 

‘auf fiinf verschiedene Weisen erfolgen: 1. wie oben beschrieben unter Auf- 
hebung der Symmetrie zum schwach cancerogenen_ 2,3-Benzphenanthren 
= ],2-Benzanthracen. 2. unter Aufhebung der Symmetrie zum 1,2-Benz- 
phenanthren = Chrysen (V). Chrysen selbst ist wahrscheinlich nicht can- 
Q cerogen, wihrend sein 1,2-Dimethylderivat cancerogen ist*). 3. unter Auf- 
hebung der Symmetrie zum 3,4-Benzphenanthren (VI), dessen cancerogene 

Wirkung festgestellt ist. 4. und 5. unter Erhaltung der Symmetrie zum 
9,10-Benzphenanthren = Triphenylen (VII) und zum Pyren (VIII), die beide 
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6) Hewett, Soc. 1940, 293. 
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nicht cancerogen sind. Das Molekiil des 3,4-Benzphenanthrens (VI) ist an 
sich symmetrisch aufgebaut, jedoch kann man keine Symmetrielinie durch 
den Mittelpunkt eines Ringes legen und ausgehend vom Phenanthren er- 
folgt seine Entstehung unter Aufhebung der urspriinglichen Symmetrie. 


“ | | pO GAS Te Oe 
Tes | sf fa re eee | Saat eee fove 
ee Paget ets oa 
VIII Pyren IX 1,2,3,4-Dibenzanthracen xX 1,2,5,6-Dibenzanthracen. 
< a i agi i 
Gao a \ —~ eS i 
: . "Bg ce Si 
esti Mac: | \ phe elie SEY cg eg wl 
ees 
XI 1,2,7,8-Dibenzanthracen § XII 1,2-Benzpyren XIII 3,4-Benzpyren 


Weitere Beispiele fiir die Bedeutung der Symmetrie ergeben sich bei 
der Angliederung von zwei Ringen an Anthracen oder Phenanthren bzw. 
von einem Ring an die Kohlenwasserstoffe ITI—VIII. Aus dem schwach - 
cancerogenen 1,2-Benzanthracen erhaélt man durch Angliederung eines 
Ringes unter Wiederherstellung der Symmetrie zum 1,2,3,4-Dibenzanthra- 
cen (IX) eine unwirksame Verbindung und im 1,2,7,8-Dibenzanthracen (X1) 
eine sehr schwach wirksame Verbindung’), Die Vergré8erung der Unsym- 
metrie im Ubergang zum 1,2,5,6-Dibenzanthracen (X) fiihrt zur Erhéhung 
der cancerogenen Wirkung. Das unwirksame Pyren (VIII) bleibt bei 
symmetrischer Anlagerung eines weiteren Ringes zum 1,2-Benzpyren (XII) 


unwirksam. . Die Angliederung unter Aufhebung der Symmetrie liefert das" : 


hochwirksame 3,4-Benzpyren (XIII). Von den restlichen 10 aromatischen 
Kohlenwasserstoffen mit 5 kondensierten Ringen sind das Pentacen, 
Perylen, Picen, 3,4,5,6-Dibenzphenanthren und 2,3,6,7-Dibenzphenanthren 
durch eine Symmetrielinie durch einen Ringmittelpunkt zerlegbar: diese 
5 Stoffe sind nicht cancerogen. Das unsymmetrische 1,2,3,4-Dibenzphenan- 
thren (XIV) ist cancerogen. Nicht gepriift sind bisher das 1,2,5,6- und 
das 2,3,5,6-Dibenzphenanthren. Die iibrigen beiden Kohlenwasserstoffe - 
1,2,6,7-Dibenzanthracen und 1,2,6,7-Dibenzphenanthren sind unsymme- 
trisch aufgebaut, jedoch nicht cancerogen. 





7) Proc. roy. Soc. Lond. (B) 117, 318 (1935). 





















iy 280 (1944) Konstitution und cancerogene Wirkung usw. 81 
« : 


‘ Methyleholanthren (XV) als einer der besten cancerogenen Kohlen- 
asserstoffe ist unsymmetrisch aufgebaut. Ein Isomeres, das 7-Methy]l- 
, 8@-ace-1,2-benzanthracen (XVi) ist nicht cancerogen. Sein Aufbau ist 
, Re dem Methylcholanthren symmetrischer. 
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Zusammenfassend léBt sich aus dem bisher vorhandenen Material er- 
fehen, daB ein aromatischer Kohlenwasserstoff, durch dessen Molekiil sich 
ane Symmetrielinie durch einen Ringmittelpunkt legen 14Bt, nicht cance- 
gen ist. Das gilt ausnahmslos bis auf das 1,2,7,8- Dibenzanthracen, dessen 
Wirksamkeit noch einmal zu priifen ware. Iv. Euler) zitiert das 9, 10-Di- 
methylanthracen als cancerogen, was in der angezogenen Literaturstelle’) 
medoch nicht angegeben ist.] Die cancerogenen Kohlenwasserstoffe befinden 
gch unter den nach obiger Definition unsymmetrischen Molekiilen, jedoch 
£1u8 nicht jeder unsymmetrische Kohlenwasserstoff cancerogen sein. Die 
«Jnsymmetrie des Molekiils erscheint als eine notwendige, aber nicht hin- 
Kotienw Bedingung fiir eine cancerogene Wirkung eines aromatischen 











ohlenwasserstoffs. Diese Beziehung ist vielleicht geeignet, bei weiteren 
*Synthesen als Leitfaden zu dienen und auch zu einer Nachpriifung bis- 
Gheriger Angaben anzuregen. Die Zahl der diskutierbaren Kohlenwasserstoffe 
wird dadurch eingeengt: von 6 vierkernigen Kohlenwasserstoffen sind 3, 
®on 15 fiinfkernigen Kohlenwasserstoffen sind 8 symmetrisch aufgebaut. 
:Vielleicht steht diese Beziehung auch in einem inneren Zusammenhang zu 


@ien Ableitungen von O. Schmidt. 
Fad 


8) G. M. Badger u. J. W. Cook, Soc. 1989, 802. 

















$9 oT... Bd. 280 (1944) 


Uber Thrombokinase und Prothrombokinase des Blutes 


Von 
Christian Reichel, z. Z. Oberarzt d. H. 


' (Der Schriftleitung augegangen am 25. Marz 1943) 


Nach den heute noch vorherrschenden Anschauungen soll die Thrombokinase 
des Blutes durch den Zerfall der Thrombocyten im extravasalen Blut entstehen. 
Diese Annahme wird durch die Tatsache gestiitzt, daB es gelingt aus den Thrombo- 
cyten ein Lipoid zu isolieren, das Thrombokinaseeigenschaften zeigt. Andrerseits 
sprechen aber einige wichtige Befunde gegen diese Annahme. So bleibt es uner- 
klarlich, daB die Gerinnungszeit des extravasal gerinnenden Blutes in keiner klaren 
Beziehung zu den zerfallenden Thrombocyten steht, denn selbst bei hochgradigem 
Plattchenschwund, wie er bei der thrombopenischen Purpura beobachtet werden 
kann, tritt keine Abweichung der Gerinnungszeit von der Norm ein. Auf diese 
Verhiltnisse hat besonders Wéhlisch’) hingewiesen. Er sieht darin einen der 
schwachsten Punkte der sogenannten klassischen Germnungslehre. Auch die Tat- 
sache, da8 bei 0° gewonnenes, zellfreies Plasma bei gewohnlicher Temperatur 
spontan gerinnt, ist nach der iiblichen Auffassung iiber die Entstehung der Blut- 
thrombokinase nicht erklarbar. 

In neuester Zeit sind in bezug auf das Blutthrombokinaseproblem wichtige 
experimentelle Ergebnisse gefunden worden, die vielleicht eine Lésung dieses 
Problems bringen. Es konnten namlich durch bestimmte Methoden bluteigene 
KiweiBk6érper der Euglobulinfraktion isoliert werden, die gerinnungsaktive Eigen- 
schaften zeigen [Lenggenhager?)], Feissly*), -Lozner u. Taylor, van Cle- 


veld, Widenbauer‘*) und Reichel5). Das von Widenbauer und Reichel. 


aus inaktivem Serum gewonnene Euglobulin erwies sich als echte Thrombokinase, 
d. h. es wandelt, bei .Anwesenheit von Ca-Ionen, das Prothrombin in Thrombin 
um. Die Blutthrombokinase findet sich im Serum in einer inaktiven Vorstufe 
(Prothrombokinase) und wird durch Einleiten von CO, in stark verdiinntes Serum 
‘{Widenbauer und Reichel®)] und in normales Serum (Reichel) aktiviert. 


Die Mobilisierung steht wahrscheinlich in Zusammenhang mit dem Absinken der . 


CO,-Spannung nach Beendigung der Hinleitung. Die Anwesenheit von Ca-Ionen 
ist ‘nach den bisherigen Untersuchungen nicht notwendig. 


Die Tatsache, da8 CO,-reiches Blut langsamer gerinnt als CO,armes 
ist lange bekannt, ohne daB diese Erscheinung in eine klare und einleuch- 
tende Beziehung zu den iiblichen Anschaungen iiber den Ablauf der Gerin- 
nung gebracht werden konnte. Unter Beachtung bestimmter Kautelen 
gelingt es sogar, trotz Anwesenheit aktiver Oberflachen, den Gerinnungs- 
vorgang unter CO,-Spannung stundenlang zu hemmen (Hammarsten, 
Baumberger, Widenbauer und Reichel). Es sind demnach zwei 
Erscheinungen, die offensichtlich unter dem Einflu8 der CO,-Spannung 
bzw. dem Spannungsabfall stehen, 1. die Verzégerung oder Hemmung des 
Gerinnung#blaufes trotz Anwesénheit von eeyen Oberflichen und 2. die 


1) E. Woéhlisch, Erg. Physiol. 48, 259 (1940). — ?) R. Feissly, Helvet. 
med. Acta 7, 583 (1940/41); 8, 823 (1941). — *) K. Lenggenhager, Helvet. 
med. Acta 7, 262 (1940). — 4) F. Widenbauer, Dtsch. med. Wschr. 51, 1243 
(1942). — 5) Ch. Reichel, Klin. Wschr. 48, 1081 (1942); 12, 258 (1943). -— 
6) F. Widenbauer u. Ch. Reichel, Klin. Wechr. 1941, 1129 u. 1942, 436. | 
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Uberfithrung der Prothrombokinase in die aktive Thrombokinase durch 
plétzlichen CO,-Spannungsabfall. Die Bedeutung der Kohlensaure fiir den 
extravasalen Gerinnungsvorgang, die bisher praktisch vernachlassigt wurde, 
erscheint jetzt in einem ganz anderen Licht. . 

Die Neubildung von Thrombin nach Beendigung der CO,-Einleitung 
in aktives Serum, die in ihrem zeitlichen Ablauf verfolgt werden kann, ist 
nur durch die Annabme zu erkliéren, da8 Thrombokinase neugebildet wurde 
und zwar. aus einer inaktiven Vorstufe, die sich im Serum findet. Bei der 
Betrachtung dieser Versuchsergebnisse liegt ein Vergleich mit den Verhilt- 
nissen nahe, die sich, in bezug auf die Faktoren der ersten Phase der: Gerin- 
nung, im intra- und extravasalen Blut vorfinden. Es darf aus gewichtigen 
Griinden angenommen werden, da8 sich intravasal nur Prothrombin, aber 
keine Thrombokinase findet. Die Thrombokinase wird erst extravasal 
gebildet. Unter dieser Annahme finden sich, immer nur in bezug auf Pro- 
thrombin’ und Thrombokinase, im intravasalen Blut und in inaktivem 
Serum dieselben Verhiltnisse vor. Wenn nun durch die Schaffung eines 
kiinstlichen CO,-Gefilles im Serum Thrombokinase mobilisiert wird und 
wenn man beachtet, da8 ja auch beim Blutaustritt aus den GefaiSen ein 
plotzlicher CO,-Spannungsabfall, allerdings von anderer GréBenordnung ?, 
eintritt, dann liegt es nahe anzunehmen, da8 auch beim physiologischen 
Gerinnungsablauf nach dem GefaéBaustritt eine Mobilisierung der Thrombo- 
kinase aus der Prothrombokinase stattfindet. 

Die Mobilisierung der Thrombokinase aus der Prothrombokinase durch 
CO,-Behandlung miiSte, entsprechend den Versuchen mit verdiinntem und 
unverdiinntem Serum, auch bei CO,-Behandlung von Citratplasma oder 
Oxalatplasma mdglich sein, denn die Anwesenheit von Ca-Ionen ist bei 
diesem Vorgang nicht notwendig. Beobachtungen, die bei der Darstellung 
von Thrombin aus den gereinigten Gerinnungsfaktoren der Plasmaeuglo- 
bulinfraktion gemacht wurden, ergaben Anhaltspunkte fiir diese Arbeits- 
hypothese. Leitet man nimlich in Citrat- oder Oxalatplasma, das mit — 
Aqua destillata im-Verbaltnis 1:1 verdiinnt wurde, einen kraftigen CO,- 
Strom ein, 148t das Plasma noch einige Zeit stehen und verdiinnt dann 
weiter mit Aqua destillata auf das 10fache Volumen, so fallen beim Ver- 
diinnen Euglobuline aus. Beim Verdiinnen von unbehandeltem Plasma 


bleibt diese Kuglobulinfallung aus. Lést man den abzentrifugierten HiweiB- 


niederschlag in einer dem Ausgangsvolumen des Plasmas entsprechenden 
Menge physiologischer NaCl-Lésung auf und gibt 10—-20 mg-°/, CaCl, 
hinzu, so gerinnt nach einiger Zeit die Lésung, die samtliche Geciinange- 
faktonets enthielt. In der restierenden Lésung findet sich ein hochwirk- 
sames Thrombin, das um ein Vielfaches wirksamer ist als Thrombin, das 
bei der Gerinnung einer gleichen Menge Normalplasma entstanden ist. Die 
Mehrbildung von Thrombin in der recalcifizierten Lésung der Euglobuline 
weist darauf hin, daB eine _gréBere Menge Prothrombjn in Thrombin um- 
gewandelt worden ist als in dem Normalplasma. Die vermehrte Thrombin- 
bildung i in der f Kuglobulinlésung ist am besten zu erklaéren, wenn man an- 
nimmt, daf sich in dieser Lésung mehr Thrombokinase vorfindet als in 


‘Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. : 280 3 
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dem entsprechenden Plasma und die Neubildung von Thrombokinase in 
Zusammenhang mit der CO,-Einleitung zu bringen, ist naheliegend. 


Um zu einer weiteren Klarung der dabei auftauchenden Probleme zu kommen, 
wurden folgende Versuche durchgefiihrt. Menschliches Citrat- oder Oxalatplasma 


wurde mit Aqua destillata im Verhaltnis 1:1 verdiinnt und dann ein lebhafter 


CO,-Strom bei 38° 5 Minuten lang eingeleitet. Das Plasma muB dabei richtig 
durchschaumt werden. Nach Beendigung der Einleitung wurden in bestimmten 
Zeitabstanden Proben des Plasmas recalcifiziert und die Gerinnungszeit bestimmt. 
Die Gerinnung wurde als abgeschlossen betrachtet, wenn totale Gerinnung ein- 


petreten war. : 


Versuchsanordnung: 0,1 com Plasma +-0,1 com CaCl, (0,10°/jig). : 
Leerversuch: unbehandeltes Plasma gerinnt recalcifiziert nach etwa 124 Sek. 


Ergebnisse : | 
Min. nach CO,-Einl. 0 5 15 18 20 22 23 25 26 28 30 32 35 45 55 120 240 
Gerinnungsz. Sek. 141 121 74 60 53 45 36 33 30 26 22.19 20 22 30 104 136 


Die Versuchsergebnisse zeigen, da8 die sofort entnommene Plasma- 
probe eine etwas lingere Gerinnungszeit hat als das unbehandelte Plasma, 
da aber mit zunehmendem Zeitabstand die Gerinnungszeiten des CO,- 
Plasmas auf Werte absinken, die denen gleichkommen, die man bei Zusatz 
gerinnungsaktiver Gewebsextrakte beohachten kann. Nach 32 Minuten 


‘gerinnt das Plasma in 19 Sekunden und -von da ab gehen die Gerinnungs- 


zeiten wieder zur Norm zuriick. In einigen Fallen entstand sogar eine recht 
erhebliche Verzégerung der Zeiten gegeniiber den Normalwerten, eine Er- 
scheinung, deren Ursachen nicht geklart werden konnten. Die Verdiinnung 
des Plasmas wurde vorgenommen, um die Stabilitét der Eiwei8kérper 
herabzusetzen. 

Die zunehmende Verkiirzung der Gerinnungszeit nach der CO,-Ein- 
leitung ist nur unter der Annahme erklarlich, da8 zusatzlich Thrombokinase 
gebildet wurde. Nach den bisherigen Erkenntnissen iiber die Thrombo- 
kinase des Blutes und ihre inaktive Vorstufe wire es durchaus denkbar, 
da8 durch die CO,-Einleitung die Mobilisierung in ahnlicher Weise erfolgte 
wie beim Serum. Damit ware aber ein weiterer Beweis dafiir erbracht, da’ 
auch bei Abwesenheit von Ca-Ionen, die Thrombokinase des Blutes aus 
ihrer inaktiven Vorstufe durch CO,-Behandlung freigesetzt werden kann: 


Zusammenfassung 


Durch ‘CO,-Einleitung in Citrat- oder Oxalatplasma, das mit Aqua 
destillata im Verhiltnis 1:1 verdiinnt wurde, wird eine zunehmende Ge- 
rinnungsbeschleunigung- nach Recalcifizierung ausgelést. Nach laingerer 
Zeit. geht die Gerinnungszeit wieder zur Norm und noch dariiber hinaus 
zuriick. Die ausgeléste Gerinnungsbeschleunigung wird auf die Mobili- 
sierung von Thrombokinase aus Prothrombokinase zuriickgefiihrt, ent- 
sprecl:end dem Vorgang bei der CO,-Behandlung von inaktivem Serum. 
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Uber die Konstitutionsspezifitat der bakteriostatischen Wirkung 
von p-(Aminomethyl)-benzolsulfonamid 


Von 


_K. A. Jensen und Kai Schmith 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat und dem Staatlichen Seruminstitut 
in Kopenhagen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. August 1943) 


Das p-(Aminomethyl)-benzolsulfonamid (Marfanil) wirkt in anderer 
Weise als Sulfanilamid, indem seine baktetiostatische Wirkung durch p- 
Aminobenzoesiure nicht aufgehoben wird!). Es fragt sich daher, ob der 
Wirkungsmechanismus des Marfanils ein ahnlicher wie der des Sulfanil- 
amids ist; falls dies der’ Fall ist, sollte man eine Verbindung finden kénnen, 
welche antagonistisch gegen das Marfanil wirkte. Es ist uns aber bisher 
nicht gelungen, eine derartige antagonistisch wirkende Substanz zu finden. 
p-(Aminomethyl)-benzoeséure hat, wie wir friiher fanden'), keine solche 
Wirkung. In den Kérperflissigkeiten befindet sich arischeinend keine 
hemmende Substanz. Wir haben ferner einen nach Woods?) hergestellten 
Hefeextrakt untersucht. Dieser hatte eine sehr deutliche Wirkung gegen 
Sulfapyridin und Sulfathiazol, war aber vollig unwirksam gegen Marfanil. 
eta unwirksam war ein Leberhydrolysat; dieses hatte eine schwach 

‘emmende Wirkung auf Sulfapyridin. Von definierten Verbindungen haben 
vir die Wirkung von Benzylamin, Adenin und 2-Methyl-5-aminomethy]- 
3-amino-pyrimidin untersucht. Alle diese Verbindungen waren unwirksam. 
Es scheint somit ziemlich fraglich, ob Marfanil wie die Sulfanilamide auf 
«2m Wege iiber eine Verdringungsreaktion wirkt. 

Da das Marfanil jed@nfalls in anderer Weise wie Sulfanilamid wirkt, 
war es nicht von vornherein sicher, daB seine Wirkung in derselben Weise 
wie die des Sulfanilamids von Anderungen der Konstitution des Molekiils 
beeinflu8t wird. Wir haben deshalb die Konstitutionsspezifitat der Marfanil- 
wirkung naher untersucht’). 

Benzylamin (1) und Benzylamin-p-carbonsiure (II) waren inaktiv. 
»enzylamin-p-sulfonsiure (III) war im Gegensatz zu Sulfanilséure ebenfalls 
inaktiv. Die Sulfonamidgruppe des Marfanils ist deshalb wesentlich fiir 
reine bakteriostatische Wirkung. 


i H,N-CH,-C,H, Il H,N-CH,-C,H,-COOH III H,N-CH,-C,H,-SO,H 





1) K. A. Jensen, K.Schmith u. Paul Brandt, Klin. Wschr. 21, 1042 
(1942). 

2) D. D. Woods, Brit. J. exper. Pathol. 21, 77 (1940). . 

3) Uber die verwendete Methodik, vgl. K.A. Jensen u. K. Sch mith, 
7. Immunit.forsch. 102, 261 (1942). 


3% 














gn ge NER 

- - 7 
pik, POG Bes ieee aa cee yee eo Ts 
Cig Sa ai cee 





36 KA. Jensen und Mai Sehmith, Bd. 280 (1944) 


Die Aminogruppe ist ebenso wie des Sulfanilamids notwendig fiir 
die bakteriostatische Wirkung. p- (Acutylaminomethyl)- -benzolsulfonamid 
erwies sich als unwirksam. 

Die Stellung der Aminogruppe in $ Stellung ist ferner wesentlich fiir 
die bakteriostatische Wirkung. p-(8-Aminoathyl)-benzolsulfonamid (IV) 
erwies sich als unwirksam. Die mit dieser Verbindung isomere Verbindung 
p- -(a-Aminoithyl)- -benzolsulfonamid (V) war wirksam, jedoch in bemerkens- 
wert geringerem Grad als Marfanil. 3 


IV H,N-CH,-CH,«C,H,-SO,NH, | V_H,N-CH(CH,)-C,H,-SO,NH, 


« Von Verbindungen vom Typus H,N-CH,:O,H,-SO,NHR haben wir 
nur.ein Methylderivat des Marfanils, p-{Aminomethy])-benzolsulfonmethyl- 
amid (VI), untersucht. Es war etwa ebenso wirksam wie Marfanil. 


” 
‘ VI H,Ne CH,-C, . -SO,-NHCH, 


Verbindungen von diesem Typus Ymit heterocyclischen Substituenten 
haben wir trotz zahlreicher Versuche fhicht darstellen kénnen. Ebenfalls 
erfolglos waren Versuche zur Darstell’ag einer mit Uliron analogen Ver- 
bindung: H,N-CH,:C,H,:SO,-NH-C,H,-SO,NH,. Die Isolierung des mit 


dieser Verbindung isomeren Sulfanilylmarfanils VII. 


VIL H,N-C,N,-SO,-NH-CH,+-C,H,-SO,NH, 


 bietet dagegen keine Schwierigkeiten. ; Diese. Verbindung war nur wenig 


wirksam. - | 
Sulfone vom Marfaniltypus scheinen auch wirksam zu sein. Das 
p- -(Aminomethy])- phenyl- methylsulfon @/ITI) hatte eine ahnliche Wirkung 


wie Marfanil. 
VII. H,N-CH,-C,H,-S0,°CH, 


Im groBen und ganzen scheint als die Marfanilwirkung durch konsti- 
tutive Einfliisse in derselben Weise wie ie Sulfanilamidwirkung beeintrich- 
tigt zu werden. 

AuBer den obengenannten haben (vir noch die Verbindungen IX p- 
Amidino-benzolsulfonamid und X p-Thigcarbamido-benzolsulfonamid unter- 
sucht: 


IX H,N—C(=NH)—C,H, .80,NH, 7 X H,N—C(=S)-C,H,-SO,NH, 


Beide Verbindungen waren schwach wirksam. Da wir jedoch kein Kriterium 
fiir die typische Marfanilwirkung besityen, la4Bt es sich nicht entscheiden, 
ob diese Verbindungen in derselben Weise wie Marfanil wirken. Obwohl die 
Verbindungen eine gewisse formale AMnlichkeit mit Marfanil besitzen, so 
ist doch die chemische Funktion der sAminogruppe eine ganz andere in 
diesen Verbindungen als in Marfanil, wid es ist deshalb zweifelhaft, ob sie 
in. derselbén Weise wie Marfanil wirkey. 


Die bakteriostatische Wirkung @r untersuchten wirksamen Ver- 
bindungen auf Pneumokokken, Typ I, g@ht aus der folgenden Tabelle hervor: 


4 
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Verbindung Nr. V VI 
Inkubationszeit 
(Stunden) 24 48 | 24 48 


VII 
24 48 


x 
24 48 


Vill 
24 48 


Ix 
24 48 




















Konzentration 
1: 500 —_- — 
1: 1000 (+) + 
1: 2500 + + 
1: 5000 —- — =. — 
1: 10000 ae (+) 
1: 20000 + + + 
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Darstellung der untersuchten Verbindungen 
(Mitbearbeitet von Paul Brandt, M. Lauritsen und O. Rosenlund Hansen) 


Benzylamin-hydrochlorid*), Benzylamin-p-carbonséure®), p-(Acetylamino- 
methyl)-benzolsulfonamid*) und _ p-(f-Aminoathyl)-benzolsulfonamid’) wurden 
nach Literaturangaben dargestellt. Die tibrigen untersuchten Verbindungen sind 
bisher nicht beschrieben worden. 


p-(Aminomethyl)-benzolsulfonsaure, C,H,O,NS 


wurde durch Kochen von p-(Acetylaminomethy])-benzolsulfochlorid mit Wasser 
dargestellt. Beim Abkiihlen krystallisiert die Sulfonsiure. Sie wurde aus Wasser 
umkrystallisiert. Blitterige Krystalle, die sich beim Erhitzen zersetzen, ohne zu 
schmelzen. Aquivalentgewicht 186,5; ber. 187. 


p-(«-Acetaminoathyl)-benzolsulfonamid, C,)H,,0,N,S. 


Dargestellt aus Acetyl-«-phehathylamin®) in derselben Weise wie p-(Acetyl- 
aminomethy])-benzolsulfonamid. Ausbeute 35—45°/,. Schmelzp. 176°. Analyse: 
-Gef. 11,61 und 11,66°/, N; ber. 11,59/o. 


p-(«-Aminoathyl)-benzolsulfonamid (V), C,H,,0,N,S. 


Das Acetylderivat wurde durch 8stiindiges Kochen mit 4n-Salzsaure hydroly- 
siert. Die Lésung wurde im Vakuum zur Trockne eingedampft und der Riick- 
stand aus Alkohol umkrystallisiert. Auf diese Weise erhalt man das Hydrochlorid 
als weiBe Krystalle vom Schmelzp. 270°. Ausbeute 64°/,. Analyse: Gef. 15,0°/, CI; 
ber. 15,0°/, 

Mine Eneung des Hydrochlorids in Alkohol gibt nach Zusatz der.aquivalenten 
Menge n/1-NaOH und Kiihlen in einem Kaltegemisch kleine nadelf6rmige Krystalle 
' des freien Amins. Schmelzp. 175°. Analyse: Gef. 14,1°/, N; ber. 14,0°/,. 


p-(Aminomethy])-benzolsulfonmethylamid (VI), C,H,,0,N,8. 


Des Acetylderivat (Schmelzp. 101°) wurde aus p- -(Acetylaminomethy])- 
benzolsulfochlorid und iiberschiissigem wasserigem Methylamin dargestellt und 
durch Istiindiges Kochen mit 4n-Salzsiure hydrolysiert. Die Lésung wurde im 





4) A. T. Mason, Soc. 68, 1311 (1893). 
5) H. K. Ginther, B. 28, 1060 (1890). 
6) I. G. Farbenindustrie, Dan. Pat. Anm. Nr. 189/1940. 
7) E. Miller, J.M.Sprague, L.W.Kissinger u. L. F. Me Bruney, 
Am. Soc. 62, 2104 (1940). 
8) M. Kann u. J. Tafel, B. 27, 2307 (1894). 
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Vakuum zur Trockne eingedampft, der Rickstand in absolutem Alkohol gelést, 

die Lésung filtriert und wieder zur Trockng eingedampft. Der Riickstand wurde 

aus absolutem Alkohol umkrystallisiert. Auf diese Weise erhaélt man das Hydro- 

chlorid. Schmelzp. 225—227°. Analyse: Gef. 15,1°/, Cl; ber. 15,0°/o. 


ee ee (VII), Cy3H,,0,N,8.. 


g p-(Aminomethyl)-benzolsulfonarpid-hydrochlorid wurde in 6 com Pyri- 
din elias und mit 1,15 g Acetylsulfanilsdurechlorid versetzt. Die Mischung wurde 
ein paar Minuten auf 100° ethitat und dapn mit Wasser verdiinnt. Die Acetyl- 
verbindung wurde als ein Gel ausgeschiedgn, das beim abwechselnden Erhitzen, 
Kiihlen und Reiben krystallisierte. Die Oicotyivecbindung wurde durch halb- 
stiindiges Kochen mit 2n-NaOH verseift, dfe Lésung wurde mit Salzsaure neutrali- 
siert und die ausgefallte Verbindung wurde aus Wasser umkrystallisiert. 
Schmelzp. 203°. Sehr schwer léslich in kaltem Wasser, leicht léslich in Alkohol. - 
Abalyhes: 12,2°/, N; ber. 12,3°/. 


p-(Acetaminomethyl)-phenyl-methylsulfon, C,)H,,ON,S. 


4,25 g p-(Acetylaminomethy])-benzolsulfinsiure wurden in 10 com 2n-NaOH 
gelést und mit 2,8 g Methyljodid am RiickfluBkihler erhitzt. Nach etwa 1 Stunde 
war das Methyljodid gelést. Beim Abkiihlen der Lésung wurde das Sulfon krystalli- 
nisch ausgeschieden. Ausbeute 2,7 g. Schmilzt nach Umkrystallisation aus 
Wasser (5 ccm/g) bei 120°. 

Die fiir die Darstellung des Sulfons verwendete p- -(Acetylaminomethy])- 
benzolsulfinsiure wurde durch Reduktion des p-(Acetylarinomethy])-benzol- 
sulfochlorids mit Natriumsulfit nach der fiir p-Acetaminobenzolsulfinséure an- 
gegebenen Darstellungsweise®) erhalten. Schmelzp. 137—138° nach Umkrystalli- 
sation aus Wasser. 


p-(Aminomethyl)-phenyl-methylsulfon (VIII), C,H,,0,NS. 


2 g des Acetylderivats wurden mit 5 ccm 4n-Salzsiure am RiickfluBkihler 
gekocht. Beim Abkihlen krystallisierte das Hydrochlorid. Umkrystallisation aus 
4n-Salzsiure. Schmelzp. 265°. Gef. 15,95°/, Cl; ber. 15,92,°/). 


p-Amidinobenzolsulfonamid-hydrochlorid (IX), C,H,,0,N,CIS. 


1,5 g p-Sulfonamidobenzonitril!®) wurdein 5ccm warmem, absolutem Alkohol 
gelést. Unter Eiskiihlung wurde trockener Chlorwasserstoff bis zur Sattigung ein- 
geleitet. Die Lésung gibt bei 1—2tagigem Stehen Krystalle des Iminoathers. 
Diese wurden abgesaugt und mit ‘alkoholischem Ammoniak verrihrt. Nach 
ltaégigem Stehen wurde der Niederschlag mehrmals mit Alkohol ausgekocht. Der 
beim Abkiihlen ausgeschiedene krystallinische Niederschlag wurde einige Male aus 
Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 240°. Schwer léslich in kaltem Alkohol, 
leicht léslich in Wasser. Analyse: Gef. 14,90°/, Cl; ber. 15,04°/ . 


p-Thiocarbamidobenzolsulfonamid (X), C,H,O,N,S.. 


1 g p-Sulfonamidobenzonitril wird in 5ccm warmem Alkohol gelést, die 
Lésung wird mit Ammoniak und dar. mit Schwefelwasserstoff gesattigt und 
1 Stunde in geschlossenem Rohr auf 100° erhitzt. Beim Abkiihlen wird das 
Thiamid als gelbe Krystalle ausgeschieden; etwas mehr wird beim Verdiinnen 
der Lésung mit Wasser erhalten. Ausbeute 0,65 g. Die Verbindung ist sehr schwer 
léslich in kaltem, leicht in heifem Wasser, und durch Umkrystallisation aus 
Wasser erhalt man sie als schén gelbe, blatterige Krystalle mit dem | Sobanelat 195°. 
Analyse: Gef 13,00°/, N; ber. 12,94°/o. 


®) Organic Syntheses (New York 932), Coll. Vol. I, p.7 
10) E. Miller, J.M. Sprague, I W. Kissinger u. L. F. Me Burney, 


Am. Soc. 62, 2104 (1940). 
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Uber die Konfigurationsinderung des d-Dioxyphenylalanins 
im Tierkérper 
Von 
Peter Holtz und Karl Credner 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Rostock) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Juli 1943) 


* Die leicht erfolgende Racemisierung optisch aktiver Verbindungen be- 
deutet vermutlich eine dauernde Gefahr ,,optischer Verunreinigung“ des 
K6rpereiwei8 durch von auSen, z. B. mit der Nahrung in den Organismus 
gelangende d-Aminosiuren, die andererseits auch im intermediiren Stoff- 
wechsel bei dem letzten Endes als asymmetrische Syathese in Erscheinung 
tretenden biologischen Aufbau der Aminosiuren aus N-freiem Material 
neben den natiirlichen Formen dauernd gebildet werden kénnten. Thre 
Eliminierung durch Ausscheidung, deren der Organismus sich bedient, wenn 
man ihn im Experiment mit groBen Mengen der kérperfremden Antipoden 
iiberschwemmt, wiirde unter physiologischen Verhialtnissen ein undko- 
nomisches Verfahren sein. Das Vorhandensein einer besonderen d-Amino- 
siureoxydase im Kérper wird deshalb schon unter dem Gesichtspunkt der 
Okonomie des Stoff- und Energiehaushaltes als Anpassung an die Gefahr 
stereochemischer Verunreinigung verstindlich. 

Da die physiologische Bedeutung der Eiwei8k6rper und ihrer Bau 
steine sich in ihrer Funktion als Energietrager nicht erschépft, und dem 
entsprechend der Kiweifstoffwechsel als Aufeinanderfolge energieliefernder 
Abbaureaktionen nicht geniigend gekennzeichnet wire, diirfte die bio- 
logische Aufgabe der d-Aminoséureoxydase weniger darin bestehen, die 
d-Aminosaéuren zwecks Energiegewinnung abzubauen, als vielmehr darin, 
ihnen durch Umwandlung in optisch indifferente Verbindungen ihre kérper- 
fremde Konfiguration zu nehmen und sie fiir alle Erfordernisse des inter- 
mediaren Stoffwechsels verwertbar zu machen, verwertbar auch als Bau- 
steine der kérpereigenen Proteine. Hierzu wire dann ein Wiederaufbau 
unter sterischer Umlagerung in die natiirlichen Isomeren erforderlich. 


1. Uber die Konfigurationsinderung yon d-Aminosiuren im Tierkérper 


Unsere Kenntnisse von Konfigurationsinderungen der nicht natiir- 
lichen optischen Antipoden der normalen EKiweiSbausteine verdanken wir 
vornehmlich ernihrungsphysiologischen Untersuchungen iiber.die. Wertig- 
keit der Aminosaéuren. Eines der wesentlichsten Ergebnisse dieser im letzten - 
Jahrzehnt vor allem in Amerika mit synthetischen Aminosdéurengemischen 
durchgefiihrten Untersuchungen war die Erkenntnis, daB es neben einer 
gréBeren Gruppe sogenannter entbehrlicher Aminoséuren eine kleinere 
Gruppe unentbehrlicher Aminosduren gibt. Zu den Ernéhrungsversuchen 
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wurden junge wachsende Tiere benutzt, und die Charakterisierung einer 
Aminosaure als ,,unentbehrlich besagt, daB sie nicht mit der den Er- 
fordernissen normalen Wachstums geniigenden Geschwindigkeit syntheti- 
siert werden kann. Da nur |-Aminoséuren in das Ko6rpereiwei8 eingebaut 
werden, konnte man durch Versuche, in denen eine unentbehrliche Amino- 
siure in der nicht natiirlichen d-Modifikation verabfolgt wurde, mit Hilfe 
des ,,Wachstumstestes Aufschlu8 dariiver erhalten, ob diese eipe ste- 
rische Umlagerung in den natiirlichen Antipoden erfuhr. 


Mit dieser Methodik fanden Berg und Potgieter') in einer der ersten 
Arbeiten auf diesem Gebiete die Gleichwertigkeit von ]- und d-Tryptophan. 
Der Befund ist spaiter von verschiedenen Seiten bestatigt worden. Eine direkte 
Umwandlung von d- in 1-Tryptophan beobachteten Kotake und Goto?), wenn sie 
Nieren- und Leberschnitte von Ratten auf die d-Aminosaure einwirken lieBen. 
Zum Nachweis des entstandenen 1-Tryptophans benutzten sie die optisch spezifische 
Wirkung eines Bakterienenzyms, das nur die 1-Modifikation zu Indol abbaut. — 
In Versuchen von Cox und Berg’) an Ratten mit histidinfreier Diat lieB sich 
1(—)-Histidin durch das nicht natiirliche d(+-)-Histidin ersetzen. Das am Ende 
einer langeren Fiitterungsperiode aus dem OrganeiweiB isolierte und als Methyl- 
ester polarimetrisch untersuchte Histidin erwies sich als die reine 1-Verbindung 
Unter Anwendung eines anderen Tests kamen Whipple und Robscheit-Rob- 
bins*) zu dem gleichen Ergebnis: in ihren Untersuchungen an kiinstlich anaimi- 
sierten Hunden waren d(-+-)-Histidin und d(+)-Tyrosin in gleicher Weise wie 
die ]1-Derivate fiir die Regeneration des Haimoglobins verwertbar. — In den Ver- 
suchen von Jackson und Block®) wirkten bei Cystin-Methionin-mangeldiét d- und 
i-Methionin gleichermafen stimulierend auf das Wachstum junger Ratten. — 
SchlieBlich berichteten vor einigen Jahren Félling, Closs und Gamnes®) iiber 
die Umwandlung von d-Phenylalanin in 1-Phenylalanin durch Rattengewebe, 
und du Vigneaud und Irish’) zeigten, caB die unnatiirliche Phenylamino- 
buttersaiure im Tierkérper in die natiirliche Acetyl-d-Phenylaminobuttersaure 
iibergeht. 


Auf den Mechanismus, nach dem die Konfigurationsinderung der 
verfiitterten nicht natiirlichen Aminosi'::en vermutlich erfolgt, werfen Ver- 
suche von Rose®) Licht, in denen die der d-Aminoséure entsprechende . 
a-Ketosiure die natiirliche ]-Aminoséiur2 im Wachstumstest zu ersetzen 
vermochte. So iibten «-Keto-y-methy]-valerianséure und «-Keto-f-methyl- 
valeriansiure in Fiitterungsversuchen nit einer leucin- bzw. isoleucinfreien 
Diadt deutliche Wachstumswirkung aus. tn entsprechenden Versuchen erwies 
sich Phenylbrenztraubensaéure dem natiirlichen Phenylalanin als gleichwertig. 

Das Ergebnis dieser Versuche wird durch die grundlegenden Unter- 
suchungen Knoops’®) iiber den Abbau der Aminoséuren im Tierkérper und 








1) C. P. Berg u. M. Potgieter, J. of Biol. Chem. 94, 661 (1931/32). 

2) Y. Kotake u. 8S. Goto, H. 270, 48 (1941). 

8) G. J. Coxu.C. P. Berg, J. of Biol. Chem. 107, 497 (1934); 117, 351 (1937). 

4) G.H. Whipple u. F.S. Robscheit-Robbins, Proc. Soc. exper. Biol. 
a. Med. (Am.) 36, 629 (1937). 

5) R. W. Jackson u. R. J. Block, Ebenda 80, 587 (1932/33). 

6) A. Félling, K. Closs u. T.h. Gamnes, H. 256, 1 (1938). 

7) du Vigneaud u. O. J. Irish, J. of Biol. Chem. 122, 349 (1938)..: 

8) W.C. Rose, Science 86, 298 (1937). : 

°) F. Knoop, H. 67, 489 (1910); 71, 252 (1911); 148, 294 (1925); 170, 186 
(1927). , 
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ibre biologische Synthese aus «-Ketoséuren verstindlich. Die nicht natiir- 
lichen Isomeren werden durch oxydative Desaminierung zu optisch inaktiven 
Ketosauren abgebaut; diese kénnen durch Reaminierung asymmetrisch zu 
natiirlichen Aminosiuren resynthetisiert werden, was spéter vor allem von 
Embden®) in Durchstrémungsversuchen an der isolierten Hundeleber fiir 
eine gréBere Zahl von Ketoséuren bestatigt wurde. — Der erste Teil dieses 
der Konfigurationsiinderung von d-Aminoséuren wahrscheinlich zugrunde- 
liegenden Reaktionsmechanismus, die oxydative Desaminierung, wird 
durch die d-Aminosiureoxydase katalysiert; fiir den zweiten Teil, die Re- 
aminierung, diirfte als wichtigster Reaktionsweg unter physiologischen 
Bedingungen die von Braunstein und Kritzmann!!) entdeckte fermen- 
tative Umaminierung unter Mitwirkung von Glutaminsaéure oder Asparagin- 
siure und Aminopherase in Frage kommen. Daneben miiBte auf Grund der 
Versuche Knoops!*) und der Untersuchungen von du Vigneaud’) 
wenigstens fiir mariche Falle die Méglichkeit einer acetylierenden Aminie- 
rung mit Hilfe von Brenztraubensiéure ins Auge gefaBt werden. SchlieBlich 
_ kénnte beim oxydativen Abbau der d-Aminosiure schon auf der Stufe der 
Iminoséure die Umschaltung auf die mit Konfigurationsinderung ver- 
bundene Resynthese zur Aminosiure erfolgen, indem dann unter ,Erhalten- 
bleiben der C—N-bindung eine einfache Reduktion geniigen wiirde. - 

Fiir das Schicksal einer d-Aminoséure im Tierkérper gewinnen somit 
mehrere Fermentmechanismen Bedeutung. 

Die meisten bisher untersuchten Ketoséuren erwiesen sich im Wachs- 
tumstest als gleichwertig mit den entsprechenden natiirlich vorkommenden 
Aminosauren, so da$ eine Aminierung geniigenden Umfanges und ihr un- 
gestérter Ablauf weitgehend gesichert erscheint. Demgegeniiber zeigte sich 
bei einer gréBeren Zahl unnatiirlicher Aminosiuren, daB sie — wiederum 
im Wachstumsversuch — nicht vollwertig an die Stelle der natiirlichen Anti- 
poden zu treten vermochten. Wahrend z. B., wie schon erwihnt8), die dem 
Leucin und Isoleucin entsprechenden Ketosaure n die gleiche Wirkung aus- 
iibten wie die |-Aminosiuren selbst, waren die d-Aminosauren hierzu 
nicht in der Lage. Auch das nicht natiirliche Lysin- und die nicht natiirlich 
vorkommende Form des Valins konnten die natiirlichen Derivate nicht 
ersetzen!%). Dieses Versagen kann daher, wenn der im Vorhergehenden 
- erdrterte Mechanismus der Konfigurationsinderung zutrifft, nicht durch ein 
Versagen im Bereich des zweiten Teiles der Gesamtreaktion, der Reaminie- 
rung, verursacht sein, sondern mu8 seinen Grund darin haben, da8 die 
erste, den Mechanismus der Konfigurationsumwandlung einleitende Reak- 
tion, die oxydative Desaminierung nicht mit der geniigenden Geschwindig- 


10) G. Embden u. E. Schmitz, Biochem. Z. 29, 423 (1910); 38, 393 (1912). 
11) A. E. Braunstein u. M. G. Kritzmann, Enzymologia (Haag) 2, 129, 
138 (1937); 5 44 (1938); 7, 25 (1939); Nature (London) 148, 609 (1939). 
12) F. Knoop u. J. G. Blanco, H. 146, 267 (1925); F. Knoop, Ebenda 253, 
281 (1938). 
18) D, A. Mc Ginty, H. B. Lewis u. C.8. Marvel, J. of Biol. Chem. 62, 
75 (1924/25); C. P. Berg u. J. L- Dalton, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. (Am $6 
709 (1933/34). 
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-keit erfolgt. Der Katalysator dieser Reaktion, die d- Aminosaéureoxy- 


dase, wird damit zum bestimmenden Faktor fiir die Konfigurationsinde- 


Tung der d-Aminoséuren im Tierkérper. 


Der Gehalt der Organe an d- -Amimosiureoxydase ist je nach der Tierart 
verschieden, wie aus kiirzlich verédffentlichten eigenen Untersuchungen!*) 
in {Ybereinstimmung mit friiheren Beobachtungen von Birkhofer und 
Wetzel*) hervorgeht. 

Wenn deshalb im Organismus die erérterten Beziehungen zwischen 
d-Aminosaiureoxydase und Konfigurationsinderung tatsichlich bestehen, — 
wire zu erwarten, da$ diese von einer fermentreichen Tierart leichter und © 
in gréBerem Umfang vollzogen werden kénnte als von einer ferment- 
iirmeren Tierart, und da bei besonders niedrigem Fermentgehalt eine 
Umwandlung von d- in ]-Aminosiaure sich iiberhaupt nicht nachweisen lieBe, 
wenn nicht besonders giinstige Versuchsbedingungen vorligen und ein 
besonders empfindlicher Test benutzt wiirde. Andererseits miiBte auch 
innerhalb der Aminosiurenreihe mit Unterschieden im Verhalten gerechnet 
werden, je nachdem die betreffende Aminosiure leicht oder weniger leicht 
dem fermentativen Mechanismus der Konfigurationsinderung, insbesondere 
der oxydativen Desaminierung unterliegt. 


2. Die Konfigurationsanderung des d-Dioxyphenylalanins 


Die Ratte gehért zu den an d-Aminosiureoxydase reichsten:Tierarten. 
Wohl auch aus diesem Grunde benutzte Krebs?®) zu seinen Untersuchungen 
iiber den enzymatischen Abbau der d-Aminosduren vornehmlich Ratten- 
niere. Die Meerschweinchen- und Kaninchenniere ist. weit ferment- 


‘firmer. Fiir d-Dopa gilt~die Relation Ratte: Meerschwéinchen: Kanin- — 


chen = 1: 2/,: <1/;. Fiir Alanin sind die Unterschiede noch gréfer!4) 
S. 206. .Unter den eingangs dargelegten Gesichtspunkten miiBten deshalb 
die fiir eine Konfigurationsinderung erforderlichen Vorbedingungen bei der 
Ratte in besonderem Ma8e gegeben sein. © 


‘Versuche mit Ratten 


Die methodische Grundlage fiir den Nachweis der sterischen Umlage- 
rung von d-Dopa ist durch den uns aus friiheren Arbeiten!’) bekannten 
charakteristischen Abbau gegeben, dem 1-Dopa im Tierkérper unterliegt. 
Dieser wird durch die Decarboxylierung zu Oxytyramin, eingeleitef. 

Die Dopadecarboxylase der Organe —Niere, Leber, Pankreas, Darm?) 
— ist optisch spezifisch auf 1-Dopa eingestellt. Bei der Binwirkung von 





14) P. Holtz u. H. Biichsel, H. 272, 201 (1942). 

15) L. Birkhofer u. R. Wetzel, H. 564, 31 (1940). 

16) H. A. Krebs, H. 217, 191 (1933). 

17) P. Holtz, R. Heise u. K. Liidtke, Arch. f. exper. Path. 191, 87 (1938). 
— E. Werle, Fermentforsch. 17, 103 (1943). 

18) P. Holtz, K.Credner u. A. Reinhold, H. 261, 278 (1089); Arch. f. 


exper. Path. 198, 688 (1939); ebenda 199, 145 (1942). 
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Rattennierenextrakt auf d,l-Dopa wird nur die l-Komponente zu dem 
adrenalinihnlichen, blutdrucksteigernden Amin decarboxyliert (Fig. 1). 


&. 


- 





Fig.l 
Optisch-spezifische Wirkung der Dopadecarboxylase (Rattenniere) 


Katzenblutdruck. Rattennierenextrakt 1:5, m/20-Phosphat, py 7,4 nach 2 stindiger 
Einwirkung auf 1- und d,1l-Dopa bei 37° in H,-Atmosphire. Intravenése Injektion von 
0,5 ecem folgender Versuchsansitze : 


1/1: 4 cem Nierenextrakt + 2 mg 1-Dopa 
1/2: 4 ccm Nierenextrakt + 1 mg 1-Dopa 
d,l: 4 cem Nierenextrakt + 2 mg d,1l-Dopa 





In kiirzlich veréffentlichten Untersuchungen!*) an mehreren Tierarten 
und am Menschen fanden wir, daB nach Verabfolgung von 1|-Dopa ein Teil 
des im KG6rper gebildeten Oxytyramins in den Harn iibertritt und sich auf 
Grund seiner pressorischen Wirksamkeit im Blutdruckversuch nachweisen 
laBt. Aus der Fig. 2 ersieht man, daB die im Harn erscheinenden Oxy- 





‘ Fig. , on k 
Oxytyraminausscheidung in Abhingigkeit von der Dopadosierung . 


Katzenblutdruck. — Harne ad 13,0 ccm. — 1 cem intravenés 

K6rpergewicht Harnmenge  Peroral Intramuskulir 
Ratte 1. . . 160g 10,0 eem 12 eem 3 mg 1-Dopa: '/, +4 
Ratte 2.-. . 170g 13,0 ccm 6 mg 1-Dopa: '/, 


Ratte 3. . . 170g 12,1 cem Waseer 12 mg 1-Dopa: */, 


tyraminmengen in Beziehung zu den injizierten Dopamengen stehen. 
_ Nach Applikation der jeweils doppelten Dosis ist die Wirkung des sezernierten 
Harns auf den Blutdruck deutlich gréBer als nach Zufuhr der einfachen 
Dosis. Hiermit. war die Méglichkeit gegeben, durch Vergleichsversuche mit 
_ | und d,l-Dopa festzustellen, ob nach Injektion des Racemats auch ein Teil 
der d-Komponente Oxytyramin lieferte. Der sezernierte Harn hatte dann 





19) P. Holtz u. K.Credner, Arch. f. exper. Path. 200, 356 (1942). 
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nach ‘Application von z. B. 10 mg d,l-Dopa: mehr Oxyryramin enthalten 
miissen als nach der Injektion von 5 mg 1-Dopa. Es ware der Beweis 
erbracht gewesen, da die der optisch spezifischen Wirkung der Dopa- 
decarboxylase nicht zugangliche d-Komponente des Racemats im Organis- 
mus eine sterische Umlagerung in die decarboxylierbare hs Form der Amino- 
siiure erfaihrt. 




















Fig. 3 
Oxytyraminausscheidung nach Injektion von I- und d,l-Dopa (Ratten) 












































“ Kérpergewicht - Harnmenge : pe 
‘ g com 
A. 
Ratte 1 140 6,3 4 mg 1-Dopa: 1/1 
Ratte: 2 140 6,2 2 mg 1-Dopa: 1/2 
Ratte 3 140 6,1 4 mg d,l-Dopa: d,]1 
Katzenblutdruck. — Harne ad 7,5 ccm. 1,5 bzw. 0,75 ccm i.v. 
: B. 
Ratte 1 175 12,1 16 mg 1-Dopa: 1/1 
Ratte 2 170 13,0 8 mg 1-Dopa: 1/2 
Ratte 3 160 10,0 8 mg 1-Dopa: [1/2] 
Ratte 4 — 175 12,6 16 mg d,l-Dopa: d,1 
‘ Hhiens ad 15,0 ccm. — 1,0 ccm intravenés. 
| Methodik 
* Gleichschweren Versuchstieren, die seit dem vorltergehenden Abend hungerten, ‘| 


wurde 1- bzw. d,l-Dopa in 0,8°/,iger Lésung intramuskular injiziert, anschlieBend 
5—6 com/100 g Leitungswaaser mit der Schlundsonde verabfolgt. Der im Verlauf 
der folgenden 5 Stunden von den einzelnen Tieren sezernierte Harn wurde mit 
destilliertem Wasser auf gleiches Volumen gebracht und am Kateanbintdrack auf 
seinen Gehalt an Oxytyremin : untersucht. 
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Durch Verwendung von optisch reinem d-Dopa, das uns leider nicht 
zur Verfiigung stand, hatte der Beweis fiir eine Konfigurationsinderung 
leichter und voraussichtlich tiberzeugender gefiihrt werden kénnen. Er 
ware durch den Nachweis von Oxytyramin im Harn nach Verabfolgung 
von d-Dopa erbracht gewesen. So haben wir die Versuchsresultate durch. 
eine groBere Versuchszahl zu sichern gesucht. — Von 11 Einzelversuchen 
an insgesamt 41 Ratten hatten 10 Versuche ein gleichsinniges, deutlich 
positives Ergebnis. In einem Versuch schieden die Versuchstiere aus un- 
erklarlichen Griinden so wenig Oxytyramin aus, daB sich keine verwert- 
baren Unterschiede in Abhangigkeit von der Dopadosierung ergaben. 

Die Fig. 3 gibt einige Versuchsbeispiele. Das iibereinstimmende Er- . 
gebnis ist, dai nach Verabfolgung des Racemats (d,l) mehr Oxytyramin 
gebildet und ausgeschieden wird als seinem Gehalt an 1-Aminosaure ent- 
spricht (1/2). Aus dem Racemat (d,1) entsteht im Organismus gleichviel Oxy- 
tyramin wie aus der reinen |-Form (l/1). Bei den angewandten Dosierungen 
wird demnach die mit der racemischen Aminosiure verabfolgte d-Kom- 
ponente quantitativ in die natiirliche, decarboxylierbare 1-Aminosaure 
umgewandelt. — Nach Injektion von d,1-Dopa ist die pressorische Wirkung 
des Harns bisweilen etwas kleiner, mitunter etwas gtéBer als nach der Zu- 
fuhr von |-Dopa (Fig. 3, B). Diese Schwankungen diirften durch die Fehler- 
breite der Methodik bedingt sein. ZahlenmaiBig ergibt sich aus 4 Aus- 
wertungsversuchen das Verhiltnis der Decarboxylierung von 1- baw. 
d,l-Dopa zu 1:1; 1:1,14; 1:1,2; 1: 0,9. 


Versuche mit Meerschweinchen 


Im Gegensatz zu den gleichférmigen Resultaten der Rattenversuche 
sind die’ Ergebnisse der Meerschweinchenversuche weniger einheitlich. 
Versuche mit Nierenextrakt ergaben, daB die Dopadecarboxylase der Meer- 
schweinchenniere wie diejenige der Rattenniere (Fig. 1) optisch spezifisch 
wirkt, indem sie nur |-Dopa angreift. Aus Versuchen mit Belastung durch — 
steigende Mengen |-Dopa.ging hervor, daB wie bei der Ratte (Fig. 2) so 
auch beim Meerschweinchen eine deutliche Abhingigkeit zwischen Dopa- 
dosis und Oxytyraminausscheidung besteht, und somit auch hier die methodi- — 
schen Vorbedingungen der Beweisfiihrung fiir eine > etwa stattfindende Kon- 
figurationsinderung gegeben sind. 

12 Vergleichsversuche mit. intramuskularer Injektion von |- und 
d,l-Dopa an 45 Tieren hatten folgendes Ergebnis: In 7 Versuchen ent- 
hielt der Harn nach Injektion von d,l-Dopa nicht mehr Oxytyramin, als 
dem Gehalt des Racersats an 1-Dopa entsprach. Die Fig. 4, A und B er- 
lautert dieses in den meisten Versuchen erhaltene Resultat (d,1 = 1/2). In 
einem Versuch verhielt sich die racemische Form wie reines 1-Dopa (d,1 = 
1/1). In diesem einen Fall war offensichtlich, wie das fiir die Rattenversuche 
regelmaBig zutraf, quantitativ eine konfigurative Umlagerung von d-Dopa 
zum deearboxylierbaren optischen Antipoden erfolgt. In den iibrigen 
4 Versuchen lagen die Oxytyraminwerte des Harns zwischen den beiden 
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oa ; Fig. 4, 
Oxytyraminausscheidung nach Verabfolgung von l- und d,l-Dopa (Meerschweincheh) 
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K6rpergewicht Harnmenge . 
g | , egapremns Intramuskular 
tA. t 
“Meerschw. 1 240 16,5 16 mg 1-Dopa: 1/1 
Meerschw. 2 _230 16,0 8 mg 1-Dopa: 1/2 ] 
Meerschw. 3 230 s 15,5 16 mg d,1-Dopa: d,] ; 
Meerschw. 4 260 17,2 8 mg 1-Dopa: [1/2] : 
Meerschw. 5 260 18,5 16 mg d,l-Dopa: [d,]] 
Meerschw. 6 . 265 18,3 16 mg 1-Dopa: [1/1] 
: Katzenblutdruck. — Harne ad 18,5 ccm. 1 ccm intravenés. 
Be Bi 
Meerschw. 1 200 - 13,0 12 mg 1-Dopa: 1/1 
Meerschw. 2 200 15,0 - 6 mg 1-Dopa: 1/2 
Meerschw. 3 200 14,0 ' 12 mg d,l-Dopa: d,1 
Harne ad 15,0 ccm. 1,5 ccm intravenés. 
C. | | 
Meerschw. 1 230 | = 15,5 18 mg 1-Dupa: 1/1 ' 
Meerschw. 2 220 20,0 9 mg 1-Dopa: 1/2 , 
Meerschw: 3 or ella 17,0 18 mg d,l-Dopa: d,] | 


Harne ad 20,0 ccm. 1,0 ccm intravenés. 


Extremen — Mittelwerte zwischen 1/1 und 1/2. Die Auswertung des aus- 
geschiedenen Oxytyramins ergab hier als Verhiltnis der Decarboxylierung 
“"  |-:d,-Dopa = 1:0,45; 1:0,77; 1: 0,33; 1: 0,66. 

Es zeigt sich somit, daB unter Véersuchsbedingungen, unter denen bei 

. der Ratte die sterische Umlagerung von d-Dopa quantitativ und regel- 
| mafig erfolgt, beim Meerschweinchen eine Konfigurationsinderung der 
d-Aminosiure in den meisten Fallen nicht deutlich wird und nur. unregel- 
mifig und in geringerem Umfange stattfindet. Die Ursache fiir das unter- 
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schiedliche Verhalten der beiden Tierarten kénnte entsprechend den friiher 
dargelegten Gesichtspunkten der verschiedene Gehalt der Ratten- und 
_Meerschweinchenniere an d-Aminoséureoxydase sein, dem vermutlich 
wichtigsten Ferment fiir die EKinleitung der zur Konfigurationsinderung 
fiihrenden Reaktionen. 

In diesem Sinne wiirden auch die Ergebnisse unserer kiirzlich ver- 

Offentlichten Untersuchungen™) an Kaninchen iiber Dopahyperglykamie 
sprechen, in denen nur das zu Oxytyramin decarboxylierbare Il-Dopa wirksam 
war, und in denen sich kein Anhaltspunkt dafiir fand, daB die d-Komponente 
des injizierten Racemats sich sterisch umgelagert hatte und dadurch de- 
carboxylierbar und hyperglykaémisch wirksam. geworden wire. Das Racemat 
wirkte’ immer nur entsprechend seinem Gehalt an l-Aminoséure. — Die 
Kaninchenniere ist noch armer an d-Aminosiureoxydase als die Meer- 
schweinchenniere (S. 48). — Es mu8 jedoch darauf hingewiesen werden, daB 
die hyperglykimische Wirkungslosigkeit der d-Form nicht unbedingt da- 
gegen spricht, da8 sie im Kaninchenorganismus doch zum Teil in |-Dopa 
umgelagert wird. Der ,dynamische* Hyperglykamietest, fiir dessen 
positiven Ausfall eine Konfigurationsinderung gewissen Grades allein ja. 
wohl nicht geniigen wiirde, diese vielmehr auch in solchem Umfange und 
mit solcher  Geschwindigkeit erfolgen miiBte, daB die Konzentration der 
sich bildenden 1-Aminosiure bzw. ihres Decarboxylierungsproduktes den 
Schwellenwert fiir die Glykogenmobilisation iiberschreitet, ist anspruchs- 
voller als der in den Ratten- und Meerachweinchenversuchen angewandte 
,Statische* Ausscheidungstest, in dem die sich -konfigurativ um- 
lagernde Aminosdure im Verlaufe von 5 Stunden als Oxytyramin in presso- 
. risch wirksamer Konzentration durch die Niere sezerniert wird, womit dann 
das Ergebnis der stattgefundenen Konfigurationsinderung gewissermaBen 
summarisch im Harn erfaBbar wird. Trotzdem mu aus den Versuchs- 
ergebnissen wohl geschlossen werden, da8 die stereochemische Umwandlung 
von d- in |-Dopa bei der an d-Aminoséureoxydase reichen Ratte leichter 
_ und in gréBerem AusmaS8e erfolgt als bei dem fermentiirmeren Meerschwein- 
chen und Kaninchen, und es darf fiir wahrscheinlich gehalten werden, daB 
das unterschiedliche Verhalten der 3 Tierarten durch den verschiedenen 
Fermentgehalt ihrer Organe ursdchlich necsngt ist. 


7 
er 


Zusammenfassung 


Die optisch spezifisch auf 1-Dopa eingestellte Wirkung der Dopa- 
decarboxylase der Organe und die Ausscheidung-des Decarboxylierungs- 
produktes — Oxytyramin — in den Harn wird als methodische Grund- 
lage zum Nachweis der Konfigurationsinderung von d-Dopa im Tierk6rper 


benutzt. 
1. Ratten und Meerschweinchen scheiden nach intramuskularer Injek- 


tion von l-Dopa der Dopadosis enaapnesnende Mengen Oxytyramin in 
den Harn aus. 


20) P. Holtz u. K.Credner, H. 280, 9 (1943). 
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_ 2. Injiziert man Rattend,1l-Dopa, so erscheint auch der auf die d-Kom- 
ponente entfallende Anteil Aminosiure als Oxytyramin im Harn. 
Hieraus wird geschlossen, dd8 die d-Komponente des Racemats im Orga- 
nismus der Ratte quantitativ in 1-Dopa umgewandelt und dadurch decarb- 
oxylierbar geworden ist.- . 

3. Injiziert man Meerschweinchen d,1-Dopa, so erscheint meistens 
nur der auf die ]-Komponente entfallende Anteil der Aminosiure als Oxy- 
tyramin im Harn. In einigen Versuchen war aueh ein Teil der d-Kompo- 
nente des Racemats an der Oxytyraminbildung und -ausscheidung be- 
teiligt. Im Organismus des Meerschweinchens scheint deshalb eine stereo- 
chemische Umlagerung von d-Dopa nur in beschranktem Umfang méglich 
zu sein. 

4. Die Bedeutung der d-Aminosdéureoxydase fir den Mecha- 
nismus der Konfigurationsiinderung von. d-Aminosdéuren im Tierkérper 
wird erértert, und das unterschiedliche Verhalten von Ratten und Meer- 
schweinchen ursichlich auf den verschiedenen Fermentgehalt der beiden 
Tierarten zuriickgefiihrt. 3 ; 
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Zur Frage der Konfigurationsanderung von d-Histidin | 
im Tierkérper 


Von 


_ Peter Holtz, Karl Credner und Dorothea Holtz 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Rostock) 
(Der Schriffleitung zugegangen am 30. August 1943) 


Die Ersetzbarkeit von ]- durch d-Histidin in Futterungsversuchen an 
Ratten!) und in Versuchen iiber die Regeneration des Hamoglobins bei 
kiinstlich animisierten Hunden?) spricht fiir die Méglichkeit einer konfigura- 
tiven Umwandlung der unnatiirlichen Aminosiure im Tierkérper. In einem 
gewissen Gegensatz hierzu stehen Ergebnisse neuerer Untersuchungen von 
Edlbacher*) an Meerschweinchen, in denen dhnlich wie in friiheren 
Versuchen von Abderhalden*) an Kaninchen nach Belastung mit I- und 
d-Histidin das unnatiirliche Isomere zum gr6Bten Teil unverindert wieder im 
Harn erschien. Edlbacher folgert aus seinen Versuchen, da8 von dem 
verabfolgten d-Histidin ,,nur ein mininialer Teil zuriickgehalten wird; inso- 
fern das nicht einfach auf die Unzulanglichkeit der Methodik zurtickzufith en 
ist‘, und meint in bezug auf die Ernaéhrungsversuche der amerikanischen 
Autoren, in denen d-Histidin das natiirliche Histidin ersetzen konnte: ,jwie 
das méglich ist, bleibt auf Grund unserer Versuche vollkommen unerklar- 
lich“, Auch Abderhalden®) spricht sich in der letzten Auflage seines Lehr- 
buches gegen die Ersetzbarkeit. des 1-Histidins durch. die d-Form aus. 

In einer vorangegangenen Arbeit*), in der experimentelle Belege fiir die 
konfigurative Umlagerung von d- in1l-Dopa im Tierkérper gegeben wurden, 
haben wir unter Erorterung des Reaktionsmechanismus, nach dem die Kon- 
figurationsiinderung einer. d-Aminosaure erfolgen kénnte, darauf hin- 
gewiesen, daB die d- Aminosdureoxydase wahrscheinlich yon besonderer 
Bedeutung ist, und da — bedingt durch den von Tierart zu Tierart , 
wechselnden Fermentgehalt und durch die von Aminosiure zu Aminosiure 
verschiedene fermentative Ansprechbarkeit — bei den einzelnen Tierarten 
und Amindésiuren mit einem unterschiedlichen Verhalten gerechnet werden 
mu8. So ergab sich aus unseren Versuchen unter anderem, daB die Kon- 
figurationsinderung von der an d-Aminosiureoxydase reicheren Ratte 
besser bewerkstelligt werden konnte als von dem an diesem Ferment 
' irmeren Meerschw einchen. — In der: vorliegenden Arbeit berichten wir 





1) @ J. Cox u, 0. P. Berg, J. of Biol. Chem. 107, 497 (1934); 117, 351 (1937). 
2) G. H. Whipple u. F. 8. Robscheit-Robbins, Proc. Soc. exper. Biol. 
and Med. (Am.) 86, 629 (1937). 

$) §. Edlbacher, H. Baur u. H. R. Staehelin, H. 270, 165 (1941). 

4) E. Abderhalden u. Hanson, Fermentforsch. 15, 274 (1937). 

5) E. Abderhalden, Lehrb, d. Physiol. Chemie. 9. u. 10. Aufl. 1941 (8.170). 
6) P. Holtz u. K. Credner, H. 280, 44 (1943). 
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! : ; 
iiber Belastungsversuche mit d-Histidin, die unter dein Gesichtspunkt, da8 
der Gehalt der Organe an d-Aminosiureoxydase vermutlich von ent- 
scheidender Bedeutung fiir das Ausma8 der Konfigurationsinderung von 
d-Aminosauren ist, an Ratten und Meerschweinchen ausgefiihrt wurden, 
das hei®t an 2 Tierarten, von denen bekannt ist, da8 ihr Fermentgehalt 
groBe Unterschiede aufweist. | : 


Methodik — 


1. Verabfolgung von l- und d-Histidinmonochlorhydrat (neutralisiert) in 
wechselnden Mengen nach dem Kérpergewicht an die in Stoffwechselkafigen ge- 
haltenen Versuchstiere durch subcutane bzw. intramuskulare Injektion oder peroral 
mit der Magensonde. 2. Colorimetrische Bestimmung des in den Harn aus- 
geschiedenen Imidazols nach der von Jorpes’) modifizierten Paulyschen Reak- 
tion mit Diazobenzolsulfonsiure. 1 ccm 20—60fach verdiinnter Harn + 2 ccm 
Diazoreagens; nach 1*/,stiindigem Stehen Zusatz von 5 com 1,1°/,iger Sodalésung. 
Nach 5 Minuten Bestimmung im Pulfrich-Photometer, 1 cm Schichtdicke, Fil- 
ter § 50. Eine gréBere Anzahl von Versuchen wurde nach der vor kurzem von 
Edlbacher®) angegebenen Methode ausgefiihrt, die sich uns gut bewahrte. 


Versuche mit Meerschweinchen 


Nach subcutaner Injektion von 1-Histidin ,tritt bis zu einer Do- 
sierung von 100 mg pro 100 g, wie Edlbacher®) fand und wir bestatigen 
kénnen, keine diazotierbare Substanz in nachweisbarer Menge in den Harn 
iiber. Die kleinen Histaminmengen, die wir in friiheren Untersuchungen 
mit biologischer Methodik nach Belastung mit ]-Histidin im Harn nach- 
wiesen®), werden mit der hier angewandten Methode nicht erfaBt. d-Histi- 
din erscheint, den Angaben Edlbachers entsprechend, auch bei 10fach 
geringerer Dosierung zu 80—90°/,, mitunter zu einem noch héheren Prozent- 
satz wieder im Harn (Tab. 1, Versuch 1—2). Die Ausscheidung ist nach 
unseren Erfahrungen in 24 Stunden beendet, fast ?/, der verabfolgten Menge 
findet man meistens schon nach 8 Stunden. | 

Aus der im Versuch 1 von den 4 Meerschweinchen (760 g) in 24 Stunden 
sezernierten Harnmenge (224 ccm) wiirde sich unter Zugrundelegung des 
Korpergewichts fiir einen 76kg sc' veren Menschen eine Tagesmenge Harn 
von 22,4 Liter errechnen. Durch die von Edlbacher?®) entdeckte, spezifisch 
auf 1-Histidin eingestellte Histidase der Leber werden offenbar selbst groBe 


Mengen der natiirlichen Aminosiure in kurzer Zeit bewiltigt, so daB trotz . 


starker Wasserdiurese keme Spur unverdndert zur Ausscheidung kommt. 
Demgegeniiber zeigten schon die Versuche von Krebs?*), daB das fiir den 
Abbau des d-Histidins in Frage kommende Ferment der Niere und Leber, 
die d-Aminoséureoxydase, weit weniger wirksam ist. Hierin kénnte die 
Ursache dafiir liegen, da8 bei starker Nierensekretion fiir den fermentativen 





7) E. Jorpes, Biochemic. J. 26, 1507 (1932). 

8) §. Edlbacher, H. Baur, H. R. Staehelin u. A. Zeller, H. 270, 158 
(1941). . 

*) P. Holtz u. K. Crednez, H. 280, 1 (1943). 

10) §. Edlbacher, H. 157, 106 (1929); 191, 267 (1931); 224, 261 (1934). 

11) H. A. Krebs, H. 217, 191 (1933). 
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Abbau des kérperfremden EiweiSbausteins nicht geniigend Zeit bleibt, und 
er deshalb zum gréSten Teil unveraindert ausgeschieden wird. — Stellt man 
‘den Versuchstieren anstatt wasserreicher Wrucken (,,Griinfutter“) in den 
ersten. 8 Versuchsstunden nur Hafer zur Verfiigung, so daB wihrend des 
_ersten Drittels der Versuchszeit weit weniger Harn-sezerniert wird, so kann, 
obwohl die in 24 Stunden insgesamt ausgeschiedenen Harnmengen bei den 
_»Hafer-“ und ,,Griinfuttertieren“ gleich sind, offensichtlich ein grofer Teil 
auch des nicht natiirlichen, subcutan injizierten d-Histidins im Stoffwechsel 
verwertet werden: (‘Tab. 1, Versuch 2). 


Tabelle 1*) 


Imidazolausscheidung nach Belastung mit d-Histidin 














ie so d-Histidin 
o as 
Nr Tierart Bs Futter ei) Zufuhr: . Ausscheidung 
‘| und -zahl |M & aa @ 3| ab- . 
a mg/100 g g g| solut ie s 
g ccm mg| mg | ufu 














1. | 4 Meerschw. | 760 | Grinfutter | 224 20 sube. | 152/125 | 82 


2. 11: Meerechw.’ (au Hafer; | 102 10 subc. | 30| 12,72] 42,4 


nach 8Std. 
2. Meerschw. Griinfutter 90 10 sube. 30| 13,9 | 46,3 


3. Meerschw. |{220 | Griinfutter | 95 . 10 subc. 22| 18,25/| 82,9 
4. Meerschw. |)200 104 10 sube. 20; 19,86) 99,3 


3. | 1.Meerschw. | 245 | Griinfutter | 56 10 per os | 25; 13,6 | 54,4 

2. Meerschw. | 245 | Grinfutter | 69 20 per os | 50)| 28,1 |.56,2 
55,2 
2 





3. Meerschw. | 255 | Grinfutter | 69 30 per os | 75) 41,4 


4. | 2Meerschw. | 465 | Griinfutter | 104 10 subc. 45| 36,9 | 8 
2 Meerschw. | 455 | Griinfutter | 92 10 per os | 45; 17,94} 40 


5. | 2Ratten 345 | Milch, Brot,] 58,8] 10 sube. | 35| 18,23| 52° 


2 Ratten 300 MGhren 48 10 per os | 30} 12,0 | 40 
6. | 2 Ratten 300 Mohren 43,7 10 sube. 30 15,96 | 53,16 
1 Ratte 200 Mohren 29,0 10. per os | 20| 4,11 | 20,69 


2 Ratten 350 Wasser in 55,5 j|etwa 10i.m.| 40)| 17,48 | 43,7 
2Meerschw.| 385 |/, 8 StdD» | 69,5 | etwa 10p.c. | 40) 23,51 | 58,8 
2Ratten | 370 Futter | 70:0 |etwa 10p.o. | 40| 13,69) 34,2 


subc. = subcutan. p.o=peroral. i.m. = intramuskular. 


7. | { 2Meerschw.| 385 | Was cem| 60,5 | etwa 10i.m. | 40/| 30,64! 76,6 


























*) Die Tabelle enthalt nur Beispiele eines gréBeren -Versuchsmaterials, 
dessen Protokolle vom Institut angefordert werden kénnen. — 


Ks mu8 benarkin berticksichtigt werden, daB die parenterale Zufuhr 
den natiirlichen Verhaltnissen nicht entspricht und sich fiir die Verwertung 
der d-Aminosiure im Stoffwechsel insofern ungiinstig auswirken kénnte, 
4* 
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| Y 
als, die injizierte Menge sehr schnell resorbiert wird. Bei peroraler Auf- 
nahme wird die Aminosiure laiiysamer resorbiert und passiert, ehe sie in 
den groBen Kreislauf und das Ausscheidungsorgan gelangt, die Leber, die 
fiir den Abbau und einen etwa sich anschlieBenden, unter Konfigurations- 
inderung erfolgenden Wiederaufbau zum natiirlichen Antipoden vermutlich 
von besonderer Bedeutung ist. So findet man denn auch in Versuchen mit 
peroraler Verabfolgung von d-Histidin, da8 trotz starker Diurese (,,Griin- 
futter“) ungefiihr 50°/, retiniert wird. — In dem Versuch 3 mit peroraler 
Zufuhr steigender Aminosiuremengen fallt die Gleichartigkeit der pro- 
zentualen Ausscheidung — bei allen Dosierungen fast 55°/, — auf. Nach 
Aufnahme von 25 mg, 50 mg bzw. 75 mg d-Histidin (1: 2:3) werden un- 
gefihr 11 mg, 22 mg bzw. 33 mg (1: 2:3) zuriickbehalten. Je groSer das 


Angebot, um so mehr scheint verwertet werden zu kénnen. 


Versuche mit Ratten 


_ Auch bei Ratten erscheinen, wovon wir uns in besonderen Versuchen 
iiberzeugten, nach subcutaner Injektion von 1-Histidin bis zu 100 mg 
pro 100 g Gewicht keine nennenswerten Mengen im Harn. Demgegeniiber 
wird d-Histidin auch nach Verabfolgung kleinerer Mengen zum Teil aus- 
geschieden (Tab. 1). Die Ausscheidungswerte liegen jedoch stets deutlich 
tiefer als bei Meerschweinchen, sie sind haufig nur halb so gro8. Die Unter- 
schiede zwischen Versuchen mit parenteraler und solchen mit peroraler 
Zufuhr sind bisweilen nicht so groB wie in den Meerschweinchenversuchen, 
meistens jedoch wird auch bei der Ratte nach peroraler Applikation wesent- 
lich weniger ausgeschieden (Tab. 1, Vers. 5 und 6). — Die Versuchsergebnisse 
entsprechen somit der Erwartung, daB die an d-Aminosaéureoxydase reichere 
Tierart d-Histidin besser zu verwerten vermag als die fermentirmere. 

Gegen die Deutung der héheren Retention bei Ratten, als ursachlich 
bedingt durch den héheren Fermentgehalt der Rattenorgane, kann der Hin- 
wand erhoben werden, daB nicht dieser, sondern die bei Ratten unter 


normalen Verhdltniaschs schwichere Dineuke die Ursache fiir die bessere 


Ausnutzung der Aminosiure sei. Wir méchten zunichst darauf hinweisen, 
da8B wir uns wie in den Meerschweinchen-, so besonders in den Ratten- 
versuchen wiederholt durch perorale Verabfolgung von 5 ccm pro 100g 
Wasser am Ende der meist 24stiindigen Versuchsperiode und Untersuchung 
des in den darauffolgenden 4 Stunden sezernierten Harns davon iiberzeugt 
haben, daB die Imidazolausscheidung beendet war. Zur Entkraftigung. des 
trotzdem noch méglichen Einwandes haben wir mehrere Vergleichsversuche 
mit Meerschwéinchen und Ratten unter strenger Kontrolle der Diurese 
durch gleichmaBige Wasserung der Tiere und Zuteilung abgewogener Futter- 
mengen gemacht, um bei allen Tieren eine méglichst gleichstarke Harn- 
sekretion zu erreichen. Versuch 7 (Tab. 1) zeigt, daB auch bei fast voll- 
kommener Ubereinstimmung der ausgeschiedenen Harnmengen die Ratte 
deutlich mehr d-Histidin retiniert als das Meerschweinchen. 

Fiir die bessere Ausnutzung im Rattenorganismus kommt als Er- 
klarung neben dem héheren Gehalt dieser Tierart an d-Aminosaéure- 














H 
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oxydase ein neuerdings von Edlbacher und Grauer?*) beschriebenes 
weiteres Ferment in Frage, dessen Co-Ferment mit dem Alloxazin-Adenin- 
Dinucleotid der d-Aminoséureoxydase nicht identisch sein soll, jedoch — 
blausiureempfindlich — Histidin ebenfalls oxydativ abbaut und von den 
Autoren, da seine Wirkung sich auf beide Isomere erstreckt, als d, 1- Histi- 
dinoxydase bezeichnet wird. .Denn die d,]-Histidinoxydase konnte, - 
wenigstens bisher, nur in der Rattenleber nachgewiesen werden. 


~~ 


Dur Frage der Konfigurationsinderung 


Fir eine ,,Verwertung“ des natiirlichen Histidins im Organismus 
stehen 2 Fermente zur Verfiigung: die hydrolysierende Histidase Edl- 
bachers!®) und die von Werle?%) und von Holtz}*) entdeckte Histdin- 
decarboxylase der Organe. Im einen Fall bildet sich aus Histidin eine 
andere Aminosiure — Glutaminséure —, die von groBer funktioneller Be- 
deutung fiir den Ab- und Aufbau der natiirlichen Eiwei8bausteine ist, im 
anderen Fall entsteht ein pharmakologisch wirksames Amin. Eine weitere 
,, Verwertungs ‘-Méglichkeit fiir |-Histidin ist durch seine Funktion als 
Eiwei8baustein gegeben. ) 

Unsere Versuche haben gezeigt, da8 auth d- Histidin unter geeigneten 
Bedingungen zu einem betrichtlichen Teil im Tierk6rper retiniert wird, also 
wohl irgendwie im Stoffwechsel verwertet werden kann. Fiir seine ,,Ver- 
wertung® stehen 2 oxydierende Fermente zur Verfiigung, die d-Amino- 
siureoxydase und die, wie schon erwahnt, vor kurzem von Edlbacher 
in der Rattenleber aufgefundene d, l- Histidinoxydase. Kin oxydativer 

Abbau zu Endprodukten zwecks Energiegewinnung wiirde, wie wir in einer 
friiheren Arbeit®) darzulegen versuchten, der Okonomie ‘des HiweiBstoff- 
wechsels, besonders wenn es sich um eine Substanz von so spezifischer 
Struktur handelt, wie sie das Histidin als Imidazolderivat besitzt, wenig 
entsprechen. Die dkonomischste Verwendung des d-Histidins im Korper 
ware durch seine sterische Umlagerung in den kérpereigenen Antipoden 
gewiahrleistet, da alle fiir diesen bereitstehenden Verwertungsméglichkeiten 
— sei es als HiweiBbaustein, sei es als Muttersubstanz fiir andere bio- 
logisch wichtige Substanzen — dann auch dem bisher kérperfremden Iso- 
meren zugute kamen. . 

Die biologische Aufgabe der beiden auf d-Histidin eingestellten Oxy- 
sdationsfermente miiSte darin erblickt werden, durch Oxydation zur Imino- 
oder Ketosiure im Sinne der Untersuchungen K noops") iiber die Synthese 
von Aminoséuren aus den entsprechenden «-Ketoséuren den sterischen 
Umbau zur |]-Aminosdéure unter Reduktion bzw. Reaminierung zu er- 
mignenen: ” 


12) §, Edlbacher u. H. Grauer, Helvet. chim. Acta 26, 864 (1943). 
| 18) E. Werle u. H. Herrmann, Biochem. Z. 291, 105 (1937). 
14) P. Holtz u. R. Heise, Arch. f. exper. Path 186, 377 (1937) 
15) F. Knoop, H. 67, 489 (1910); 71, 252 (1911); 148, 294 (1925); 170, 186 
(1927). 
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Wenn deshalb unsere Versuche auch nicht den direkten Beweis fiir die 
Konfigurationsinderung von d-Histidin im Organismus erbringen, 
sondern nur zeigen, da8 auch die nicht natiirliche Form der Aminoséure im 
Tierkérper ,,verwertbar‘ ist, so wiirde das jedoch bedeuten: verwertbar 
fiir Fermente, deren Aufgabe es ist, den fiir eine Konfigurationsinderung 
erforderlichen Reaktionsmechanismus einzuleiten. Das Ergebnis der er- 
wahnten Fiitterungsversuche amerikanischer Autoren an jungen wachsenden 
Ratten, das fiir eine tatsaichlich erfolgende Verwertung dieser Art spricht, 
wiirde damit verstandlich und gestiitzt. 

Eine iiberzeugendere Beweisfiihrung fiir die Konfigurationsinderung ware 
durch den Nachweis gegeben, daB d-Histidin, das ¥n vitro fiir die spezifisch auf 
1-Histidin eingestellte Histidindecarboxylase der Organe nicht angreifbar ist, ahn- 
lich wie wir das fiir d-Dopa zeigen konnten®), im lebenden Organismus de- 
carboxylierbar wird und, wie es fiir 1-Histidin zutrifft®), zum Teil als-Histamin im 
Harn erscheint. Die Voraussetzungen fiir eine Beweisfiihrung dieser Art sind aber 
im Falle des Histidins 4uBerst ungiinstig. Um auch nur y-Mengén Histamin im 
Harn zu erhalten, miissen unverhaltnismaBig groBe 1-Histidinmengen verabfolgt 
werden — mehrere 100 mg pro Tier. Dementsprechend miiBte bei Verabfolgung 
von d-Histidin dieses in greBem Umfange konfigurativ umgelagert werden. Das 
Meerschweinchen, das zwar reich‘an Decarboxylase ist, ist aber nur. sparlich 
mit den fiir die konfigurative Umlagerung erforderlichen Fermenten ausgestattet, 
und fiir die Ratte gelten umgekehrte Beziehungen. 


Zusammenfassung 


1. Meerschweinchen scheiden d-Histidin im Gegensatz zu |-Histidin 
nach parenteraler Zufuhr zu fast 100°/, unverandert in den Harn aus. 
Fiir die Verwertung der unnatiirlichen Aminosiure im Stoffwechsel ist mehr 
Zeit erforderlich als fiir diejenige des natiirlichen Antipoden, da fiir diesen 
wirksamere Fermente zur Verfiigung stehen. Setzt man die hohe Diurese 
von Griinfuttertieren durch Ernihrung mit K6rnerfutter herab oder ver- 
abfolgt d-Histidin peroral,-so liegen die Ausscheidungswerte 50°/, tiefer. 

2. Ratten verwerten auch bei parenteraler Zufuhr ungefaihr 50°/, des 
injizierten d-Histidins. Nach peroraler Aufnahme kann bis zu 80°/, retiniert 
werden. 

3. Die Ursache fiir die bessere Verwertbarkeit des d-Histidins im 
Rattenorganismus mu8 in der besseren enzymatischen Ausriistung dieser 
Tierart erblickt werden: d-Aminosaéureoxydase und d, l-Histidin- 
oxydase. 

4. Ein Teil des im Stoffwechsel verwerteten d-Histidins enfahrt wahr- 
scheinlich eine Konfigurationsinderung. Die hierfiir sprechenden 


Griinde werden erortert. 
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Aminosauren aus Eiweiihydrolysaten 


Kurze Mitteilung 


Von 


W. Koschara 


(Aus dem Institut fiir Physiologische und Wehrchemie der Militérirztlichen Akademie Berlin) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. November 1943) aed 


Eine neue von uns gefundene Methode, aus Eiwei8hydrolysaten Amino- 
siuren zu gewinnen, einfacher als die bisher bekannten Wege, arbeitet nach 
dem Grundsatz der chromatographischen Adsorption und ist eine priparative 
Methode, die eine analytische umschlieBt. 


Die neue Arbeitsweise ist durch folgende Punkte gekennzeichnet: — 
1. Adsorbens ist Aktjvkohle. 
"2. Die Aktivkohle wird dureh Schwefelwasserstoff aktiviert. 


3. Aufnahme- und Entwickelungsmilieu ist 2 n-waBrige Salzsiure. Damit 
eriibrigt sich bei salzsaurer Hydrolyse die Entfernung der Séure. « - 


4, Aufnahme und erste Entwickelung des Chromatogramms geschieht 
bei — 10° bis 0°. 3 

5. Stark haftende Aminosiuren werden mit Ammoniak oder alkalisch 
wiBrigem Aceton eluiert. 


6. Das Verhiiltnis von Adsorbens zu eingesetzter Substanzmenge betriigt 
etwa 4:1, ein Novum in der Chromatographie, das erst die priparative Amino- 
siuren-Darstellung mit einfachsten Laboratoriumsmitteln nach dem neuen Ver- 
fahren erméglicht. : 


7. Die bei dieser Methode wenig .haftenden Aminoséuren kénnen durch 
Wechsel des Milieus ebenfalls an Kohle getrennt werden, indem man die 
Chlorhydrate in alkoholisch-acetonischer Lésung chromatographiert. 


8. Die Gewinnung der Aminosduren aus den fraktioniert aufgefangenen 
salzsauren Kohlefiltraten erfolgt durch Eindampfen zur Trockne und Auf- 
nehmen des Riickstandes in Alkohol. Einige Chlorhydrate krystallisieren sofort 
oder nach Versetzen mit Aceton (Glutaminsiure, Lysin, Histidin). Arginindi- 
chlorid fallt dabei als Schmiere, die in alkoholischer Lésung mit Anilin in das 
krystallisierte Monochlorid verwandelt wird. Weitere Chlorhydrate, insbesondere 
der Monoanfinosiiuren, werden durch reichlichen Zusatz von Aceton krystalli- 
siert erhalten oder als freie Aminosiuren aus alkoholischer Lésung mit Anilin 
gefiallt. (Z. B. Leucin, Iso-Leucin, Nor-Leucin.) ; 


Die Methode hat sich bei der Darstellung von einigen sonst umstind- 
lich zu. gewinnenden Aminosiuren bewidhrt.. Ihre Einfachheit verspricht eime 
volistindigere Erfassung der Bausteine eines EiweiBk6érpers als bisher méglich 
war. Sie wird so zur Charakterisierung von EiweiBkérpern beitragen. Die Frage 
nach der ,,nativen“ sterischen Konfiguration der Aminosiuren kann bei der 
einheitlich sauren Reaktion im Trennungsgang von einem einheitlichen Gesichts- 
punkt aus diskutiert werden. - 


of 
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Lipochrome in der Netzhaut, dem Pigmentepithel 2 
und der Iris des Rindes 


Von 


Hans-Joachim Bielig und Lothar Busch 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Medizinische Forschung, Heidelberg, 
Institut fiir Chemie) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. September 1943) 


Die Natur der Sehstoffe' und ihrer Bleichungsprodukte ist fiir den 
Sehpurpur im wesentlichen am Froschauge, fiir die lichtempfindlichen 
Substanzen der Zapfen vorwiegend am Sauropsidenauge uritersucht 
worden!). Trendelenburg?) halt es fiir aussichtsreich, die relativ 
sehpurpurreichen und in hinreichender Menge zur Verfiigung stehen- 
den Rinderaugen zur Bearbeitung dieser Probleme in gréBerem Um- 
fang heranzuziehen, als das schon von Euler und Adler*), Wald‘), 
Brunner, Baroni und Kleinau'), Krause und Mitarbeiter’), 7) 
sowie von H osoya und Ishii§) geschehen ist. Die sich in vielen Punkten 
widersprechenden Ergebnisse dieser Autoren hatten uns bereits im 
Jahre 1941 veranlaBt, nicht nur den Rindersehpurpur auf seine Farb- 
stoffkomponente hin erneut zu priifen, sondern auch die weiteren in 
der Netzhaut vorliegenden: Lipochrome voneinander zu trennen und 
soweit méglich, chemisch zu kennzéichnen. Die Zeitverhiltnisse zwangen 
uns damals, diese Arbeit zu unterbrechen. Da nunmehr auch v. Stud- 
nitz, Neumann-und Loevenich®) einiges iiber die Farbstoffanalyse 
der Rindernetzhaut mitteilen, haben wir uns zur Verdffentlichung 
unserer bisherigen Ergebnisse entschlossen. Gleichzeitig soll iiber die 
in diesem Zusammenhang ausgefiihrte Untersuchung der fettléslichen 
Farbstoffe des Pigmentepithels und der Iris des Rindes berichtet wer- 





1) Literatur bei G. v. Studnitz, Physiologie des Sehens ‘(Probleme der 
Biologie Bd. 3), Akad. Verlagsges. m. ’b. H., Leipzig (1940). : 

2) W. Trendelenburg, Der Gesichtssinn (Lehrbuch der Physiologie 
in zusammenhingenden Einzeldarstellungen), Springer Verlag, Berlin, S. 135 
1943). 
3) H. v. Euler und E. Adler, Ark. Kemi, Min., Geol. 11 B, Nr. 20 (1983). 

4) G. Wald, J. Gen. Physiol. 18, 905 (1934/35). 

$).0. Brunner, E. Baroni und W. Kleinau, Diese Z. 286, 257 (1935). 

6) A.C. Krause, Arch. Ophthalm. 18, 807 (1937). 

7) A.C. Krause u. A. E. Sidwell jr., Amer. J. Physiol. 121,215 eves 

8) Y. Hosoya u. M. Ishii, Jap. J. Med. Sci. Trans. TI Biophys. 6, Nr. 4 
(1940). 

*) G. v. Studnitz, H.J.Neumanh u. H.K. Loevenich, Pfligers 
Arch. 246, 652 (1943). : 
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den. Nach den Angaben Kihnes und spiiterer Beobachter!) bedarf ja 
die Regeneration des Sehpurpurs der Anwesenheit von Pigmentepithel, 


' wie Hosoya und Sasaki’) mit verfeinerter. Methodik endgiiltig 


sicherstellen konnten.. Der in diesem Vorgang verborgene stoffliche 
Zusammenhang ist sowohl in einer biokatalytischen Beeinflussung der 
Regeneration des Sehpurpurs, als auch in der Bereitstellung seiner 
Aufbauprodukte zu suchen. Fiir die letztere Annahme spricht die 
von Boll") wihrend der Dunkeladaptation beobachtete ,, Verzehrung“ 
der pigmentepithelialen Olkiigeln des Frosches, welche in letzter Zeit 
als Stiitze fiir die Beziehung zwischen der prosthetischen Gruppe des 
Sehpurpurs und den Lipochromen der Olkugeln angesehen wird ?2), 1), 
Allerdings ist unseres Wissens tiber eine Umwandlung des in den Ol- 
kugeln: des Frosches von Capranica™) und von Wald) gefundenen 
Luteins in das erstmals aus Froschsehpurpur gewonnene Retinin”) 
nichts bekannt. Ein ahnlich gearteter Stoffaustausch zwischen Pigment- 


epithel und Stabchen wird auch fiir die héheren Saéuger angenommen, 


obwohl diese im allgemeinen keine Olkugeln im Pigmentepithel auf- 
weisen sollen!*). Die Untersuchung des Pigmentepithels des Rindes 
schien in diesem Zusammenhang schon insofern aussichtsreich, als 
Mori!’) datin, im Gegensatz zu Krause?®), spirlich Oltropfen beob- 
achtet hat. 


In drei Versuchsreihen wurden mehr als 700 frisch entnommene Rinderaugen 
in warmeisolierten Kannen bei 37° dunkeladaptiert, durch alsbaldige Prapara- 
tion die Netzhaute von den Pigmentepithelien getrennt und beide Gewebe mit 
Aceton entwassert und vorextrahiert. AnschlieBend haben wir die Farbstoffe 
mit peroxydfreiem Ather erschépfend ausgezogen. Fir 100 Netzhaute (70 g) 
wurden zweimal 100 ccm Aceton p. A. und fiinfmal 75 ccm Ather verwendet; 
fir 100 Pigmentepithelien (40 g) zweimal 75 ccm Aceton und fiinfmal 50 ccm 
Ather. Die mit dem entsprechenden Acetonauszug vereinigte Atherlésung ist, 
nach Waschen und Trocknen, im Vakuum unter reinstem Stickstoff eingedampft 
und in 25 ccm Benzin (Siedep. 70— 80°) aufgenommen worden. Samtliche Opera- 
tionen wurden bei 15 Watt Rotlicht (A > 640 mu) ausgefiihrt. Vor einer Be- 


-handlung mit Methanol- oder Dioxan-Kalilauge im geschlossenen GefaB bei 


60° haben wir die Farbstoffe aus der Benzinlésung, danach gus einer entsprechend 
konzenttierten Atherlésung an Aluminiumoxyd, standardisiert nach Brock- 
mann (Merck) bei sehr schwacher Beleuchtung chromatographiert. MaBe 
der Siule fiir die angegebenen Lésungsmengen 1,2 x 25cm, Entwickelt wurde 
mit Benzin (Siedep. 70— 80°) bzw. Ather, eventuell nach Zugabe einiger Tropfen 
Benzol. Zur Elution geniigte, soweit spater nichts anderes angegeben ist, athanol- 


_haltiges Benzin. In einigen Fallen ist durch wiederholte Adsorption einzelner 





10) Y. Hosoya u. T. Sasaki, Tohoku J. exper. Med. 82, 447 (1938). 

11) F, Boll, Arch. (Anat. u.) Physiol. 1877, 4. 

12) G. v. Studnitz, Forsch. u. Fortschr. 17, 373 (1941). 

18) Y. Hosoya u. T. Akune, Jap. J. Med. Sci. Trans. III Biophys. 6 
Nr. 4 (1940). sat adie age 

44) §. Capranica, Arch, (Anat. u.) Physiol. 1877, 283. 

15) G. Wald, J. Gen. Physiol. 19, 781 (1935/36). 

16) A, G. Krause, The biochemistry of the eye, John Hopkins Press 
Baltimore (1934). ; L cL 

17) J. Mori, Okayama Igakkai Zasshi 46, 1709 (1934). 
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Eluate entschieden worden, inwieweit farblose Begleitstoffe oder Isomerisations- 
produkte ein uneinheitliches Chromatogramm vorgetauscht hatten. Die colori- 
metrische Bestimmung geschah nach Kuhn und Brockmann!?*).' 


Netzhaut “ 


In einer Rindernetzhaut sind — ausgedriickt’ als B-Carotin — 
durchschnittlich 1,6 y fettléslicher Gesamtfarbstoff enthalten. Hiervon 
liegen etwas mehr als zwei Drittel nicht im Sehpurpur gebunden vor. 
Dies haben wir so festgestellt, da&8 nach den Angaben von Krause 
und Sidwell’) mit Natriumchloridlésung gewaschenen, zerkleinerten 
Netzhauten der Sehpurpur erschépfend mit Digitonin’®) entzogen 
wurde, wozu fiir 100 Retinae drei Ausziige mit zusammen rund 100 ccm 
2°/,iger Losung*) nétig waren. Die sehpurpurfreien Haute. wurden, 
wie oben angegeben, mit Aceton und Ather behandelt. Andererseits 
ist die gleiche Zahl von Netzhiuten ohne Digitoninbehandlung mit den 
genannten Lésungsmitteln extrahiert worden. Wir haben uns durch 
Ermittlung der Farbstoffmenge in den zugehérigen Pigmentepithelien 
davon iiberzeugt, daB die miteinander verglichenen Augen im Ge- 
samtlipochromgehalt praktisch iibereinstimmten (Tabelle 1). Da der 

















Yabelle 1 
Gesamtfarbstoff 
Nr, Gewebe Anzahl gemessen in y gpg ago 
£-Carotin Yj g 
1 |. Netzhaut, gesamt. . 140 3 225 1,61 
2 | Netzhaut, sehpurpur- 
Ree pec ere 140 165 1,18. 
3 | Pigmentepithel zu 1. 140 250 1,78 
4 | Pigmentepithel zu 2. 140 240 | 1,71 





gewonnene Sehpurpur fiir auBerhalb dieser Mitteilung liegende Ver- 
suche verwendet wurde, ist die naheliegende Mengenbestimmung seiner 
prosthetischen Gruppe nicht vorgenommen worden. Diese konnte je- 
doch, nach Denaturierung des gut ausbleichenden und regenerierenden 
Sehstoffes mittels Alkohol?°) oder Invertseife”4), durch Benzinextrak- 
tion gewonnen werden. Der durch Adsorption und Ausfrieren aus 
Methanol weitgehend von farblosen Begleitern gereinigte, in Lésung 
gelbgriine Farbstoff bildet, wie wir gefunden’ haben, etwa die Hilfte 
des gesamten Lipochroms der Retina, d.h.rund 0,7 y je Auge. Er ist 
dem ,,golden yellow lipid‘ Krauses®) spektral sehr ahnlich und ent- 





18) R. Kuhn u. H. Brockmann, Diese Z. 206, 41 (1933). 

19) K. Tansley, J. Physiol. 72, 442 (1931). 

20) G. Wald, J. Gen. Physiol. 19, 781 (1935/36) und 21, 795~(1937/38). 

21) Vgl. L. Busch, H. J. Neumann und G. v. Studnitz, Naturw. 29, 
781: (1941). : 

*) Die zur Extraktion erforderliche Digitoninlésung erhaélt man wasser- 
klar durch Absaugen einer warm bereiteten, abgekithlten Lésung tiber Kieselgur. 
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spricht mit seinem breiten Band bei 390 mu*) ferner dem maximal 
bei 385—387 mu adsorbierenden Retinin, das Wald als carotinoid- 
artige Gruppe im Froschsehpurpur”’) und im Sehrot einiger Meeres- 
fische*) festgestellt hat (Abb. 1). Vermutlich haben auch. Hosoya und 
Ishii’) in dem aus mehreren 1000 Rinderaugen dureh Petrolather- 
extraktion, Verseifung und Chromatographie abgetrennten ,,neuen 
Carotinoid®“ ein weitgehend verunreinigtes Praiparat dieser Art in 
Hianden gehabt. Jedenfalls sind nicht 
nur die von diesen Autoren ange- 
gebenen Eigenschaften und Absorp- 
tionsmaxima (A y,x = 400, 333, 283, 
267 mu) denjenigen sehr ahnlich, 
welche Wald?*) fiir ungereinigtes 
Retinin aus Froschaugen (Ayyx =410, 
310, 280 my) veréffentlicht hat, son- 
dern auch das Reaktionsprodukt 
mit Antimontrichlorid absorbiert im‘ 
gleichen Gebiet wie dasjenige des 
Retinins. , 

Bei der Chromatographie unse- 
res unverseiften, epiphasischen, ben- 
zinischen Netzhautgesamtextraktes 
haftete das Retinin als schén 
goldgelbe, breite Mittelzone zwi- 
schen darunterliegendem rosarotem 
B-Carotin und stiarker adsorbier- — , : 
ten, carminroten. Substanzen. Im — pay ote cae as 
Gegensatz = diesem Befunde hat —e Chromstographisch und durch Ausfrieren 
Wald‘) aus Rindernetzhaiuten nur  gereinigtes Retinin aus 140 Rindernetzhiuten 
Vitamin A isoliert, das von der inom Sonn lulu 0209en) 
«-Komponente, dem sogenannten in Chloroform*) nach Krause und Sidwell’) 


. . x—x Retinin aus unbelichteten Netzhiuten von 
Hepaxanthin**), oder einem Oxy da- Stenotomus argyrop3 in Chloroform*) nach 
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tionsprodukt des A-Vitamins®5) be- Maat nice AGS Se a 
° : onzentration un chtdicke sina in der 
gleitet war. Trotz Beobachtung entsprechenden Arbeit nicht angegeben. 


von ,,etwas gelber Substanz” wird 

die Anwesenheit von Carotin oder anderen* Lipochromen in Abrede 
_gestellt. Euler und Adler?) fanden auf Grund spektroskopischer 
Prifung ihrer Netzhautausztige nur Carotin. Die mit 5y je Netzhaut 
angegebene Menge ist allerdings selbst dann um das rurid Dreifache 





*) Ein schwach ausgeprigtes Maximum bei 280 my gehort vielleicht be- 
gleitenden Sterinen oder aber der a-Komponente des A-Vitamins an. 

22) G. Wald, J. Gen. Physiol. 20, 45 (1936/37) und 22, 775 (1939). 

23) G. Wald, Nature (Lond.) 184, 65 (1934). 

24) H. v. Euler, P. Karrer und A. Zubrys, Helv. chim. Acta 17, 24 
1934), ee 
25) H. Brockmann u. M.L. Tecklenburg, Diese Z. 221, 117 (1933). 
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zu hoch, wenn, wie in diesem Falle, die von uns nachgewiesenen be- 
gleitenden Lipochrome als Carotin mitbestimmt wurden. Nach un- 
seren Messungen enthialt eine Netzhaut bei schonendster Aufarbeitung 
nicht wesentlich mehr als 0,5 y /-Carotin, d. h. etwa ein Drittel des 
fettléslichen Gesamtfarbstoffes. Brunner, Baroni und Kleinau?) 
haben selbst bei chromatographischer Untersuchung das Carotin als 
alleinigen Farbstoff und zwar als f-Carotin identifiziert, wahrend sie 
,in geringer Menge‘ vorhandene gefarbte Begleitsubstanzen als Oxy- 
dationsp rodukte bezeichnen. Bei v. Studnitz und Mitarbeitern®) 
lag, dee: Beschreibung des Aluminiumoxyd-Chromatogramms nach, in 
der ,,schwach orangeroten Nebenzone“ ebenfalls f6-Carotin vor. Ob- 
wohl 500 Rindernetzhaute extrahiert wurden, vermochten diese Autoren 
jene Substanz ,,ihrer geringen Menge‘‘ wegen, nicht zu kennzeichnen. 
Fiir die genannten Unterschiede sind wohl die verschiedenen Arbeits- 
bedingungen der einzelnen Forscher verantwortlich. Wie wir bei der 
Bearbeitung der Pigmentepithelfarbstoffe gefunden haben, nimmt die 
Farbstoffausbeute naimlich nicht nur unter dem bekannten EinfluB ~ 
von Licht und Sauerstoff, sondern auch mit zunehmender Zeitspanne 
zwischen Sammeln und Aufarbeiten der Augen ab (Tabelle 2)*). 








, Tabelle 2 
Zahl de Zeit zwischen Pigmentepithel-Gesamt- Gesamtfarbstoff 
r fae Sammeln u. Pri; | farbstoff gemessen in y| je Pigmentepithel 
er ' paration (Stdn.) B -Carotin in y 
140 5 250 | 7 1,8 











Unsere mit Methanol eluierbaren carminroten Zonen zeigten 
weder im sichtbaren noch im ultravioletten Bereich ein charakteri- 
stisches Spektrum. Inwieweit es sich hier um Polymerisate des A-Vita- _ 
mins**),; Umwandlungsprodukte des Retinins oder direkt aus dem 
Zapfenapparat hervorgegangene Stoffe handelt, muB dahingestellt 


bleiben. Bei der Behandlung der Retinin-Zone .mit methanolischer 


Kalilauge :machten wir die tiberraschende Feststellung, daB auch hier 
ein roter, diesmal salzartig gebundener Farbstoff auftritt, der erst nach 
Ansiiuern der wiBrigen Phase in Fettlésungsmittel getrieben werden 
kann. Vielleicht birgt dieser Vorgang den Schliissel zum Verstandnis 
der Indikatoreigenschaften des Sehgelbs?’),?°). Mit der Dauer der 
Alkalieinwirkung nimmt die Menge an Retinin ab, die an roter 
Substanz zu. Womdglich spielt die Anwesenheit von Sauerstoff ahnlich 
wie bei der von’ R. Kuhn und Mitarbeitern beschriebenen Um- 





*) Da die Augen ausschlieBlich von Weidevich stammten, sind die Dif- 
ferenzen kaum durch carotinérmere Fiitterung zu erklaren. 
26) D.C. Castle, A. E. Gillam, I. M. Heilbron u. H. W. Thompson, 
/ 


Biochemic. J. 28, 1702 (1934). 
27) R. J. Lythgoe, J. Physiol. 89, 331 (1937). 
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wandlung von Astaxanthin in Astacin 28) oder von Dihydro-methyl- 
bixin in B-Methylbixin®) eine Rolle. DaB es sich bei dem rotfarbigen 
K6rper.um Astacin selbst handelt, ist nach Herkunft und spektraler 
Absorption recht unwahrscheinlich. Wir méchten eher annehmen, daB 
dieser Stoff den ,,rotstichigen, uneinheitlich adsorbierten, sauren Farb- 
anteilen’’ ahnelt, welche von Brockmann und Vé6lker*®) in den 
roten SteiB- und Kopffedern der Spechte gefunden wurden. 
‘Die von v. Studnitz und Mitarbeitern®) aus verseiften Rinder- 
netzhautextrakten erhaltenen, ebenfalls rot adsorbierten Substanzen 
_diirften den unsrigen entsprechen. In einer von diesen, lediglich nach 


ihrer starken Adsorbierbarkeit an Aluminiumoxyd und ihrer Ent- . 


firbung. beim Kochen mit Methanol, Astacin zu vermuten, scheint 
uns nicht hinreichend begriindet. Zu beriicksichtigen ist weiterhin, daB 
diese Autoren, welche die Netzhaut vor der Farbstoffextraktion von 
Sehpurpur befreit haben, das noch darin enthaltene ,,freie Retinin“ 
nicht erkannt haben. Sie sehen namlich die entsprechende Zone. ihres 
Chromatogramms als das von Wallenfels und Bielig™) aus 
Eidechsenhauten isolierte Lacertofulvin (A,,, = 473, 446 my in Pe- 
trolather) an. Wir vermdgen nicht zu verstehen, wieso mit diesen 
beiden, ihren Absorptionsspektren nach grundsitzlich verschiedenen 
Substanzen. ein ,,mit groBer Sicherheit“ einheitliches Mischchromato- 


gramm erhalten werden konnte. Jedenfalls haben weder wir, noch frii- 


here Beobachter einen dem Lacertofulvin ahnlichen Farbstoff in der 
Rindernetzhaut gefunden. Folgt man den aus den zitierten Befunden 
abgeleiteten Gedanken von v.Studnitz, Neumann und Loevenich?) 
weiter, so muf} man das von ihnen festgestellte , Astacin®™ auch beim 
Rind als Vorstufe der Zapfenrotsubstanz ansehen. Uber das Farben- 
sehen des Rindes ist aber unseres Wissens bisher nur bekannt, daB 
gerade Rot von entsprechenden Grauhelligkeiten nicht unterschieden 
' werden kann*?), °°). 


Pigmentepithel und Iris 


Das Pigmentepithel des Rindes ist schon von Euler und Adler?) 
und von Wald‘) mit Fettlosungsmitteln extrahiert worden. Wahrend 
die erst genannten forscher in ihren Ausziigen spektroskopisch Carotin 
nachweisen konnten, hat Wald, wie in der Netzhaut*), nur Vitamin A 
gefunden. Die von uns erstmals chromatographisch getrennten Farb- 
stoffe’ des Rinderpigmentepithels haben wir mit denen der Retina ver- 
glichen. Die Gesamtlipochrommenge ist — ausgedriickt als 6-Carotin — 
bei sorgfaltigster Aufarbeitung mit 1,8 y je Pigmentepithel etwa gleich- 


28) R. Kuhn u. N. A. S6rensen, Ber. chem. Ges. 71, 1879 (1938). 
2%) R. Kuhn, P. J. Drumm, M. Hoffer u. E. F. Méller, Ber. chem. 
Ges. 65, 1785 (1932). 
bi H. Brockmann u. O. Vélker, Diese Z. 224, 193 (1934). 
31) K. Wallenfels u. H. J. Bielig, Diese Z. 270, 220 (1941). 
$2) EK. Kittredge, J. comp. Psychol. 8, 141 (1923). 
83) Vgl. C. He8 in A, Wintersteins Handb. d. vergl. eek 4, 559 (1913). 
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' groB jener in der zugehérigen Retina. Ob ee in einigen Fallen ake 


achteten. minderen Farbstoffgehalt der! Netzhaut. ein entsprechender 
héherer des Pigmentepithels gegeniibersteht und er lieB sich 
noch nicht sicher entscheiden. 

Das Aussehen des Chromatogramms der Pigmentepithelfarbstoffe 
ahnelt sehr dem der Retinafarbstoffe. Im unteren Abschnitt der Saule 
ist etwa doppelt soviel 8-Carotin wie im Falle der Netzhaut adsorbiert. 

Im oberen Teil heben sich eine 
: : schwach hellgelbe und eine roétliche 
4  Schicht ab, auf deren nahere Kenn- 
zeichnung zunachst verzichtet wer- 
den muBte. Darunter findet. man 
eine dem Retinin in Lage und Menge 
entsprechende goldgelbe Zone. Die 
4 ihr zugrunde liegende Farbsubstanz 
absorbiert im gleichen Gebiet wie 
das Retinin, unterscheidet sich von 
-} ihm aber durch die Ausbildung 
zweier nahe beieinander liegender 
‘Absorptionsmaxima (Abb. 2). Beim 
Versuch, farblose Begleitstoffe durch 
Behandlung mit methanolischer 
4 Kalilauge zum Teil abzutrennen fibt 
sich die Verwandtschaft zum Rétinin 
im Auftreten saurer, an Aluminium- 
oxyd rot adsorbierter Farbstoffe mit, 
soweit bisher festgestellt, unspezifi- 
Adv. 2 scher Absorption zu erkennen. DaB 


chromatograms aus 140 Rinderpiementep, es sich bei deren Bildung nicht ledig- 
thelien in 10 ccm Hexan(Schichtdicke0,508cm) [ich um einen vom Methanol ab- 
ated espe og pom oo act 1 aplmaiges hangigen Effekt handelt, zeigte der 
Tee ries leaden ote en > cm entsprechende Ablauf der Regktion 
-- Retinin der Abb. 1 zum Vergleich bei Verwendung. von Dioxan-Kali- 
lauge. Auch hinsichtlich der Versei- 

fungsdauer verhielt sich der Pigmentepithelfarbstoff dem Retinin 
aihnlich. Wahrend sich jedoch aus den Alkaliansaétzen des Netzhaut- 
pigmentesstets mehr oder weniger spektral unverandertes Retinin zuriick- 
gewinnen lieB [vgl. Krause und Sidwell’)], fiihrte der gleiche Ver-' 
such beim Pigmentepithelfarbstoff zu einer, in Hexanlésung zwar 
nach wie vor griingelben Substanz, deren Spektrum hingegen um 


10 my nach dem kurzwelligen Bereich hin verschoben war (Abb. 2). 
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‘Eine analoge spektrale Verschiebung beobachtet man bei der Oxyda- 


tion von /-Carotin zu f-Oxycarotin $4), Aus den beschriebenen Befunden 
wollen. wir erst dann versuchen, 2 angesphnitvencn physiologischen 





34) R. Kuhn u. H. Besbkienn: Ber. chem. Ges. 65, 894 (1932). 
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Fragen zu beantworten, wenn wir die Méglichkeit zu weitergehender 
‘Bearbeitung hatten. Es sei hier nur noch darauf hingewiesen, daB das 
Lutein, welches nach Wald) den Hauptfarbstoff des Froschpigment- 
epithels darstellt, im Pigmentepithel des Rindes nicht oder nicht in 
nennenswerter Konzentration vorkommt. An Stelle dessen findet sich 
beim Rind in Ubereinstimmung ‘mit der auswahlenden Lipochrom- 
speicherung anderer Organe dieses ,,Carotintieres‘‘**), das #-Carotin. 
Diese Tatsache diirfte im Hinblick auf die Herkunft der Farbstoff- 
komponente des Sehpurpurs von Bedeutung werden, da jene, wie wir 
gezeigt haben, bei beiden Wirbeltieren zumindest spektral identisch ist. 

Bei der Mannigfaltigkeit der Lipochrome des Pigmentepithels 
war es auBerordentlich iiberraschend, daB die nicht der Retina an- 
gelagerten Teile dieses Epithels, die zusammen mit dem muskularen 
Teil der Iris extrahiert wurden, lediglich B-Carotin aufwiesen, das durch 
Spektrum und Mischchromatogramm identifiziert worden ist. Seine 
Menge stellt mit 2,4 -y je Auge fast das Dreifache der Summe des §-Carotin- 
gehaltes von Netzhaut und zugehérigem Pigmentepithel dar. Diese 
Carotinspeicherung, welche, wie der eine von uns fand, der Kryptoxan- 
thinanhaufung in der Iris des Huhnes entspricht**), macht es wahr- 
scheinlich, daB hier ein noch ungeklarter Zusammenhang mit den Seh- 
stoffen besteht. : | 





35) L. Zechmeister u. P. Tuzson, Naturw. 28, 680 (1935). 
$6) L. Busch u. H. J. Neumann, Naturw. 29, 782 (1941). 


@ 

















a a a 


ee a ae a 





} 
\ 
ar 
at 
ia 
: 


64 : | ~ “ Bd. 280 (1944) 


+ 


Bemerkung 
zu der Arbeit H. Fischer, W. Neumann und J. Hirschbeck (H. 279, 1) 
», Synthese von Brommethylporphyrinen und einer Eyres 3 


-Von 


Hans Fischer und Heinz Loewe 
(Aus.dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 


we (Der Schriftleitung zugegangen am 1. Dezember 1943) 


In der oben genannten Arbeit ist u.a. 2,4-Dimethyl-3-brom- — 
methy!-5-carbithoxy oytrol und seine Umsetzungen beschrieben. 
Wir haben neucidings wieder diese Untersuchungen aufgenommen _ 
und festgestellt, daB als Hauptreaktion hierbei nicht Brommethylierung, 
sondern Kernbromierung auftritt, so daB es sich nicht um Derivate 


.{des entsprechenden Brommethylpyrrols handelt, sondern um kern- 


gebromte Ko6rper. Eine ausfiihrliche a a erscheint demniichst. 


~~ 














Anders Grénwall; H. Hillstrung und P. Ohlmeyer. 
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Angewandte Gitterphysik 
Behandlung der Eigenschaften krystallisierter Korpe r vom we: nkte der Gittertheorie. 
Oktav. VIII, 175 Seiten. Mit Abbildungen. fm m Text, Gebunden RM 12.— 







Die streng mathematisch aufgebauten Darstellungen der oneal will und kann dies 

Buch keineswegs ersetzen, es soll eine Einfiihrung in die ematische Theorie des 

stallisierten Zustandes geben. seagate oy Chemiker oder Physiker werden nur 

selten das hohe Riistzeug mitbringen, das fiir Verstandnis und Verarbeitung der gitter- 

theoretischen Methoden erforderlich ist. Solche Licken zu fallen ist Hauptaufgabe des 

Werkes, das zugleich Wegweiser und Berater zur Aufstellung und peactsttigen eler rProbieme 
sein kann, die sich mit dem ,,krystallisierten Zustand‘ 


- VERLAG WALTER DE GRUYTER & CO. ¢ ’AALAN W35_ 








